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   Summary 
 
SUMMARY	
	 MHC‐I	 molecules,	 some	 of	 which	 are	 strongly	 associated	 with	 autoimmune	
diseases,	present	peptides	at	 the	cell	 surface	 for	recognition	by	T	cells,	 two	mechanisms	
might	implicate	MHC‐bound	peptides	as	a	key	pathogenetic	component	in	these	disorders.	
The	 first	 one	 involves	 the	 presentation	 of	 pathogen‐derived	 peptides.	 The	 homology	
among	pathogen	and	self‐derived	MHC‐I‐restricted	epitopes	can	promote	autoimmune	T‐
cell	 cross‐reactions,	 tissue	 injury	 and	 inflammation.	 The	 second	 one	 involves	 general	
alterations	of	the	peptidome,	capable	to	alter	general	features	of	the	MHC‐I	molecule,	such	
as	folding	and	stability,	and	to	increase	its	pro‐inflammatory	potential.	
	 Reactive	arthritis	(ReA)	is	an	inflammatory	disease	linked	to	HLA‐B*27,	which	has	
C.	 trachomatis	 as	 one	 of	 the	major	 pathogenetic	 agents.	 In	 this	 study	we	 addressed	 the	
endogenous	 processing	 and	 presentation	 by	 HLA‐B*27	 of	 several	 Chlamydia‐derived	
peptides.	 Novel	 HLA‐B27‐restricted	 Chlamydial	 epitopes	 with	 high	 homology	 to	 human	
sequences	were	 found.	 Among	 them,	 NQRA(330‐338)	was	 the	 second	 bacterial	 epitope	
recognized	 by	 CTLs	 from	 patients	 with	 ReA	 whose	 endogenous	 processing	 and	
presentation	 in	 live	 cells	 was	 demonstrated.	 Another	 peptide,	 DNAP(211‐223),	 showed	
high	sequence	homology	with	a	natural	human‐derived	HLA‐B*27	ligand,	B27(309‐320).	
Molecular	 dynamics	 simulations	 showed	 that	 both	 peptides	 adopted	 relatively	 similar	
conformations,	 although	 the	 chlamydial	 peptide	 was	 much	 less	 flexible.	 In	 further	
collaborative	 studies,	 T‐cell	 cross‐reaction	 between	 both	 peptides	 was	 demonstrated.	
These	 results	 reveal	 the	 occurrence	 of	 molecular	 and	 antigenic	 mimicry	 between	 HLA‐
B*27	 ligands	 from	 arthritogenic	 bacteria	 and	 from	human	proteins,	 suggesting	 that	 this	
mechanism	 may	 play	 a	 role	 in	 the	 pathogenesis	 of	 ReA	 or	 in	 its	 evolution	 to	 chronic	
disease.	
	 Birdshot	chorioretinopathy	(BSCR)	is	very	strongly	associated	with	HLA‐A*29:02.	
ERAP1,	 an	 enzyme	 that	 trims	 peptides	 to	 their	 optimal	 size	 for	 MHC‐I	 binding,	 is	 a	
susceptibility	factor	in	other	MHC‐I‐associated	diseases	and	is	usually	in	epistasis	with	the	
susceptibility	 MHC‐I	 alleles.	 The	 possible	 pathogenetic	 role	 of	 ERAP1	 in	 BSCR	 was	
investigated	by	analyzing	the	A*29:02	peptidome	from	cell	lines	carrying	different	ERAP1	
variants	with	polymorphisms	associated	with	other	diseases.	ERAP1	profoundly	affected	
the	A*29:02	peptidome	at	four	levels:	1)	peptide	length,	2)	peptide	affinity,	3)	volume	of	
peptide	 residues,	 and	 4)	 peptide	 hydrophobicity.	 These	 alterations	 go	 beyond	 possible	
effects	of	ERAP1	on	specific	antigen	presentation,	since	they	may	affect	other	features	of	
HLA‐A*29:02,	such	as	molecular	stability,	pro‐inflammatory	potential	and	recognition	by	
NK	cells.	
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INTRODUCCIÓN	
El	 sistema	 inmune	 es	 el	 encargado	de	 vigilar	 los	 cambios	 que	 se	 producen	 en	 el	
organismo	y	de	destruir	los	elementos	extraños	que	hayan	ingresado	al	mismo.	Para	ello	
existen	dos	sistemas	que	determinan	el	tipo	de	respuesta	que	va	a	producir.	El	primero	es	
el	 sistema	 inmune	 innato,	 compuesto	 por	 diversos	 tipos	 celulares,	 como	 macrófagos,	
células	dendríticas	y	 células	Natural	Killer	 (NK),	 y	moléculas,	 como	 receptores	 tipo	Toll,	
péptidos	 antibacterianos	 y	 el	 complemento.	 La	 respuesta	 inmune	 innata	 es	 rápida,	 de	
amplio	 espectro	 y	 poco	 específica.	 El	 otro	 sistema	 inmune	 se	 denomina	 adquirido	 o	
específico.	Este	sistema	está	constituido	principalmente	por	linfocitos	B	y	T,	los	primeros	
encargados	de	generar	anticuerpos	contra	el	elemento	extraño	y	los	segundos	de	producir	
una	respuesta	celular,	mediada	por	los	linfocitos	T	citotóxicos	(CTLs),	produciendo	así	la	
destrucción	 de	 las	 células	 infectadas	 o	 transformadas	 y	 de	 regular	 la	 respuesta	 inmune	
(linfocitos	T	reguladores).	Debido	a	que	esta	respuesta	requiere	la	generación	de	células	y	
moléculas	específicas,	es	más	lenta	que	la	producida	por	el	sistema	inmune	innato.	
La	respuesta	celular	mediada	por	los	CTLs	es	dependiente	del	reconocimiento	del	
antígeno	 presentado,	 por	 parte	 del	 receptor	 de	 la	 célula	 T	 (TCR).	 Esta	 presentación	 de	
antígeno	 es	 producida	 por	 las	moléculas	 del	 complejo	mayor	 de	 histocompatibilidad	 de	
clase	I	(MHC‐I),	que	es	el	encargado	de	exponer	en	la	superficie	de	las	células	el	antígeno	
para	ser	reconocido.	De	esta	manera,	el	sistema	inmune	es	capaz	de	reconocer	una	célula	
infectada	 o	 que	 se	 ha	 transformado	 en	 maligna.	 La	 ausencia	 de	 esta	 respuesta	 contra	
antígenos	“propios”	se	denomina	tolerancia	inmunológica.	La	ruptura	de	esta	tolerancia	se	
conoce	 como	 respuesta	 autoinmune	 y	 lleva	 al	 sistema	 inmune	 a	 producir	 un	 ataque	 al	
propio	organismo.	
	
I.1	Estructura	de	las	moléculas	de	MHC	de	clase	I.	
	 Las	 moléculas	 de	 MHC‐I	 son	 glicoproteínas	 que	 se	 expresan	 en	 la	 superficie	 de	
todas	 las	 células	nucleadas	y	 están	 compuestas	por	una	 cadena	pesada	 (HC)	de	44	kDa,	
una	cadena	ligera	o	2‐microglobulina	(2m)	de	12	kDa	y	el	péptido,	que	puede	tener	una	
longitud	variable	entre	8	y	14	aminoácidos	(aa)	(Figura	I1).	La	cadena	pesada	consta	de	
una	 región	 extracelular	 de	 274	 aa,	 un	 segmento	 transmembrana	 de	 25	 aa	 y	 una	 región	
intracitoplasmática	 de	 aproximadamente	 30	 aa.	 La	molécula	 completa	 consta	 de	 cuatro	
dominios:	3	formados	por	la	HC	(1,	2	y	3)	y	uno	formado	por	2m	(Orr	et	al.,	1979).	De	
estos	dominios,	α3	y	2m	se	pliegan	adquiriendo	una	conformación	similar	a	los	dominios	
constantes	 de	 las	 inmunoglobulinas.	 En	 cambio,	 los	 dominios	 1	 y	 2	 conforman	 una	
cavidad	 compuesta	 por	 dos	 hélices	 	 superpuestas	 sobre	 una	 lámina	 	 de	 8	 bandas	
antiparalelas.	 En	 su	 conjunto	 esta	 estructura	 constituye	 el	 sitio	 de	 unión	 de	 péptido	
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(Bjorkman	et	al.,	 1987a;	 Bjorkman	et	al.,	 1987b;	 Garrett	et	al.,	 1989;	 Saper	et	al.,	 1991;	
Madden	et	al.,	1992;	Madden	y	Wiley,	1992).	 
2m	adopta	una	conformación	homóloga	a	3	y	establece	interacciones	con	dicho	
dominio,	así	como	con	1	y	2,	 lo	cual	 favorece	la	estabilización	de	la	molécula	(Madden,	
1995).	Además,	3	interacciona	con	el	receptor	CD8	de	las	células	T	(Gao	et	al.,	1997).	Los	
dominios	1	y	2	de	la	molécula	son	altamente	polimórficos,	lo	cual	confiere	a	las	distintas	
moléculas	de	MHC‐I	la	capacidad	de	unir	conjuntos	de	péptidos	diferentes.	La	naturaleza	
de	la	interacción	de	los	péptidos	con	el	MHC‐I	viene	dada	por	las	cadenas	laterales	de	los	
residuos	que	conforman	el	sitio	de	unión	de	péptidos	y	las	del	ligando	peptídico.	Así	como	
por	interacciones	que	implican	al	esqueleto	peptídico	y	a	los	grupos	N‐	y	C‐terminales.	Se	
han	 identificado	 una	 serie	 de	 subcavidades	 o	 “pockets”	 que	 interaccionan	 con	
determinados	residuos	peptídicos,	las	cuales,	en	su	conjunto,	determinan	la	especificidad	
de	unión	de	la	molécula	(Figura	I1)	(Garrett	et	al.,	1989;	Madden	y	Wiley,	1992).		
	
	
	
La	estructura	de	las	subcavidades	de	cada	molécula	MHC‐I	determina,	por	tanto,	el	
tipo	 de	 péptidos	 que	 dicha	 molécula	 puede	 unir.	 Algunas	 cavidades	 presentan	 una	
selectividad	 muy	 alta	 por	 determinados	 residuos,	 mientras	 que	 otras	 tienen	 baja	
restricción.	 Por	 lo	 tanto,	 una	 molécula	 de	 MHC‐I	 puede	 unir	 una	 inmensa	 variedad	 de	
péptidos	que,	sin	embargo,	presentan	motivos	estructurales	específicos.	Además,	algunos	
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residuos	del	 ligando	no	 interaccionan	con	el	MHC,	o	 lo	hacen	marginalmente,	quedando	
expuestos	al	reconocimiento	por	el	TCR.	
	
I.2	Vía	de	procesamiento	y	presentación	antigénica	de	MHC‐I.	
Los	péptidos	presentados	por	el	MHC‐I	siguen	una	ruta	que	parte	desde	la	síntesis	
de	sus	proteínas	parentales	por	los	ribosomas	y	termina	con	su	reconocimiento,	por	parte	
del	TCR,	en	la	superficie	celular.	
Durante	 la	 síntesis	 de	 proteínas	 se	 pueden	 producir	 errores	 en	 el	 proceso	 de	
traducción	 lo	 cual	 puede	 llevar	 a	 la	 generación	 de	 formas	 proteicas	 aberrantes	 y	 no	
funcionales,	 que	 se	 tienden	 a	 acumular	 y	 degradar.	 Estos	 productos	 defectivos	
ribosomales,	 o	 DRIPs	 (defective	 ribosomal	 products)	 serían	 fuente	 de	 una	 cantidad	
considerable	de	antígenos	(Schubert	et	al.,	2000;	Princiotta	et	al.,	2003;	Bourdetsky	et	al.,	
2014).	 Otra	 fuente	 importante	 de	 ligandos	 proviene	 de	 aquellas	 proteínas	 destinadas	 a	
degradación	al	final	de	su	vida	útil.	Tanto	los	DRIPs	como	las	proteínas	que	entran	en	esta	
fase	son	degradadas	a	través	de	la	principal	proteasa	celular:	el	proteasoma.	Esta	proteasa	
es	 un	 complejo	multimérico	 compuesto	 por	 una	 unidad	 principal,	 o	 proteasoma	 20S,	 el	
cual	 realiza	 la	 actividad	 catalítica	 a	 través	 de	 las	 subunidades	 β,	 y	 una	 subunidad	
reguladora	 o	 19S,	 que	 en	 conjunto	 forman	 el	 proteasoma	 26S.	 La	 participación	 del	
proteasoma	no	solo	lleva	a	la	formación	de	fragmentos	de	distintos	tamaños,	sino	que	es	
fundamental	en	la	generación	del	extremo	C‐terminal	de	los	ligandos	de	MHC‐I	(Howard,	
1995;	Cascio,	2014).	Su	papel	en	la	configuración	primaria	del	repertorio	peptídico	es	de	
suma	 importancia,	 debido	 a	 que	 bajo	 condiciones	 inflamatorias,	 por	 ejemplo	 ante	
estímulos	como	TNF‐	o	IFN‐,	las	subunidades		del	proteasoma	se	intercambian	por	las	
denominadas	 βi	 (	 inducibles),	 lo	 cual	 le	 otorga	 cambios	 en	 la	 actividad	 catalítica	
(Groettrup	et	al.,	1996;	Basler	et	al.,	2013).	Su	participación	en	la	generación	del	extremo	
N‐terminal	 es	 menos	 importante	 y	 son	 otras	 enzimas	 las	 que	 participan	 en	 su	
configuración	final.	
Entre	 estas	 se	 encuentran	 la	 oligopeptidasa	 Thimet	 (TOP),	 Nardylisina	 y	 la	
tripeptidil	 peptidasa	 II	 (TPP‐II).	 Estas	 enzimas	 son	 peptidasas	 citosólicas	 capaces	 de	
degradar	 los	 péptidos	 generados	 por	 el	 proteasoma	 (York	 et	 al.,	 2003;	 Kloetzel	 y	
Ossendorp,	 2004;	 Firat	 et	 al.,	 2007;	 Kessler	 et	 al.,	 2011).	 A	 pesar	 de	 su	 presencia,	 la	
importancia	 de	 su	 contribución	 en	 la	modulación	 del	 repertorio	 peptídico	 no	 está	 bien	
definida.	 Se	 ha	 descrito	 que	 algunas	 de	 ellas	 son	 importantes	 para	 la	 generación	 de	
epítopos	 concretos	 (Kessler	 et	 al.,	 2011);	 sin	 embargo,	 no	 existe	 ningún	 estudio	 que	
indique	que	son	capaces	de	modular	el	conjunto	global	de	péptidos.	
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Para	 que	 las	 moléculas	 de	 MHC‐I	 sean	 correctamente	 plegadas	 y	 cargadas	 con	
péptidos,	 estos	 últimos	 deben	 alcanzar	 el	 lumen	 del	 retículo	 endoplásmico	 (RE).	 El	
proceso	es	mediado	por	el	transportador	asociado	a	procesamiento	antigénico	(TAP).	Este	
es	un	heterodímero	de	la	familia	de	ATP	binding	cassette	y	transporta	péptidos	que	poseen	
una	 longitud	entre	8‐16	aa	desde	el	citosol	hasta	el	RE	(Koopmann	et	al.,	1996).	TAP	no	
solo	 presenta	 ciertas	 restricciones	 en	 el	 tamaño	 de	 los	 péptidos	 que	 transporta,	 sino	
también	 por	 algunos	 residuos	 que	 contienen,	 principalmente	 en	 las	 3	 posiciones	 N‐
terminales	 y	 a	 la	 C‐terminal.	 Secuencias	 peptídicas	 con	 residuos	 hidrofóbicos	 en	 P3	 e	
hidrofóbicos	o	cargados	en	P1	son	favorecidas	en	el	transporte,	en	cambio	la	presencia	de	
prolina	en	P2	o	P1,	no	lo	son	(Van	Endert	et	al.,	1994;	Van	Endert	et	al.,	1995;	Lauvau	et	al.,	
1999).	
En	 el	 RE	 los	 péptidos	 son	 hidrolizados	 a	 la	 longitud	 óptima	 para	 su	 unión	 a	 las	
moléculas	 de	 MHC‐I	 por	 dos	 aminopeptidasas,	 denominadas	 ERAP1	 y	 ERAP2.	 Ambas	
enzimas	 presentan	 algunas	 diferencias	 de	 especificidad	 y	 parecen	 actuar	 de	 manera	
concertada	en	el	procesamiento	de	péptidos	(Falk	y	Rötzschke,	2002;	Serwold	et	al.,	2002;	
Kanaseki	et	al.,	2006;	Kanaseki	y	Shastri,	2008;	Blanchard	et	al.,	2010;	Georgiadou	et	al.,	
2010;	Birtley	et	al.,	2011;	Evnouchidou	et	al.,	2012).	
Una	vez	que	los	péptidos	adquieren	el	tamaño	óptimo	para	su	unión	al	MHC‐I,	se	
incorporan	 al	 complejo	 de	 carga	 peptídica	 (PLC).	 Este	 complejo	 está	 formado	 por	 las	
chaperonas	 Calnexina,	 Calreticulina,	 TAP,	 la	 oxidoreductasa	 ERp57	 y	 la	 chaperona	
Tapasina.	ERp57	y	Tapasina	forman	una	subunidad	funcional	covalente	del	PLC	(Wearsch	
y	 Cresswell,	 2008).	 El	 proceso	 de	 carga	 comienza	 con	 la	 unión	 de	 la	HC	 y	 la	 Calnexina.	
Posteriormente	 se	 produce	 un	 intercambio	 de	 Calnexina	 por	 Calreticulina	 y	 la	
incorporación	 de	 2m.	 ERp57	 forma	 los	 puentes	 disulfuros	 intra‐catenarios	 durante	 el	
proceso	 de	 plegamiento	 (Sadasivan	 et	 al.,	 1996;	 Hughes	 y	 Cresswell,	 1998;	 Pamer	 y	
Cresswell,	1998;	Wearsch	et	al.,	2004;	Fu	et	al.,	2009;	Chevet	et	al.,	2010).	El	péptido	se	
une	en	el	sitio	de	unión	formado	por	los	dominios	α1	y	α2	de	la	HC,	en	un	proceso	mediado	
por	Tapasina.	Esta	proteína	es	la	encargada	de	facilitar	la	unión	de	los	péptidos	al	MHC‐I,	
seleccionando	 los	más	 afines.	 Sin	 embargo,	 su	 participación	 en	 este	 proceso	 parece	 ser	
dependiente	del	alotipo	estudiado	(Sadasivan	et	al.,	1996;	Lehner	et	al.,	1998;	Purcell	et	al.,	
2001;	Williams	et	al.,	2002;	Howarth	et	al.,	2004;	Dong	et	al.,	2009;	Praveen	et	al.,	2010;	
Garstka	et	al.,	2011;	Roder	et	al.,	2011;	Geironson	et	al.,	2012;	Geironson	et	al.,	2013).	Una	
vez	que	el	heterotrímero	HC/2m/péptido	se	ha	plegado	correctamente,	sigue	el	proceso	
de	maduración	 normal	 de	 una	 proteína,	 produciéndose	 su	 salida	 desde	 el	 RE	 al	 Golgi	 y	
finalmente	a	la	superficie	celular	a	través	de	la	vía	exocítica	(Figura	I2).	
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I.3	Procesamiento	antigénico	y	enfermedades	asociadas	a	MHC‐I.	
	Existen	 diversas	 enfermedades	 que	 se	 encuentran	 fuertemente	 asociadas	 a	 la	
presencia	 de	 algunos	de	 estos	 alotipos	 de	MHC‐I.	 Esto,	 sugiere	que	 su	papel	 patogénico	
podría	residir	en	su	función	de	presentación	de	péptidos.		
Dos	mecanismos	serían	posibles:	1)	 la	presentación	de	péptidos	específicos,	cuya	
acción	directa	influya	en	el	reconocimiento	por	parte	del	sistema	inmune	y	2)	alteraciones	
globales	del	peptidoma,	lo	cual	no	solo	afectaría	a	péptidos	concretos,	sino	también	a	las	
propiedades	biológicas	y	potencial	pro‐inflamatorio	de	las	moléculas	de	MHC‐I.	
En	la	Tabla	I1	se	muestra	un	conjunto	de	enfermedades	ligadas	a	alelos	de	MHC‐I,	
sus	 distintas	 características	 de	 asociación	 y	 la	 posible	 participación	 de	 otros	 factores	
capaces	de	modular	el	procesamiento	de	antígenos,	como	ERAP1	y	ERAP2.	
	
I.3.1	Antígenos	específicos	y	Artritis	Reactiva	(ReA).	
La	ReA	 forma	 parte	 de	 un	 grupo	 de	 enfermedades	 reumatológicas	 denominadas	
espondiloartropatías,	 las	 cuales	 presentan	 manifestaciones	 axiales	 y	 periféricas,	 y	 cuyo	
prototipo	es	la	espondilitis	anquilosante	(AS).	La	ReA	presenta	una	asociación	variable	con	
el	 antígeno	 HLA‐B*27,	 estimándose	 entre	 30‐50%	 (Brewerton	 et	 al.,	 1973).	 Este	
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porcentaje	es	particularmente	alto	en	los	casos	de	evolución	hacia	formas	crónicas	de	esta	
enfermedad	(Khan,	2002;	Carter	y	Hudson,	2010).	
	
Enfermedad	 Alelo	 Frecuencia	(%)	 ORa	 Enzimas	 Epistasis	
BSCR	 A*29:02	 90‐100	 50‐250	 ERAP2	 ‐	
AS	 B*27	 >90	 80‐100	 ERAP1/ERAP2	 SI/NO	
ReA	 B*27	 30‐50	 20‐50	 ‐	 ‐	
Behçet	 B*51:01	 50‐80	 3.5‐10.5	 ERAP1	 SI	
Psoriasis	 C*06:02	 ~30	 1.3‐4.7	 ERAP1	 SI	
 
La	ReA	 es	 producida	 por	 un	 conjunto	 de	 bacterias	 gram	negativas	 denominadas	
bacterias	artritogénicas,	las	cuales	pueden	ser	intracelulares	obligadas	o	facultativas.	Los	
principales	 géneros	 de	 este	 grupo	 son:	Chlamydia,	Salmonella,	Shigella,	Campylobacter	 y	
Yersinia,	e	infectan	los	epitelios	gastrointestinal	y	genitourinario	(Colmegna	et	al.,	2004).		
C.	 trachomatis,	 es	 un	 parásito	 intracelular	 obligado	 considerado	 uno	 de	 los	
principales	agentes	infecciosos	en	enfermedades	de	transmisión	sexual,	y	a	su	vez	de	los	
principales	 agentes	 etiológicos	 en	 la	 ReA.	 Sin	 embargo,	 su	 presencia	 es	 a	 menudo	
asintomática	y	de	difícil	diagnóstico	(Carter	y	Hudson,	2010).		
La	 asociación	 de	 HLA‐B*27	 con	 la	 ReA	 ha	 sugerido	 la	 hipótesis	 de	 que	 la	
presentación	de	un	péptido	bacteriano	por	HLA‐B*27,	con	homología	a	un	ligando	natural	
propio	de	esta	molécula,	podría	dar	lugar	a	una	respuesta	autoinmune	mediada	por	HLA‐
B*27,	basada	en	el	mimetismo	molecular	y	antigénico	de	ambos	epítopos.	Esta	hipótesis,	
denominada	 del	 péptido	 artritogénico,	 se	 resume	 en	 la	Figura	 I3	 (Benjamin	 y	 Parham,	
1990).	
Estudios	 in	 vitro,	 utilizando	 péptidos	 sintéticos,	 demostraron	 que	 diversos	
epítopos	derivados	de	C.	trachomatis	son	reconocidos	por	células	T	CD8+	de	pacientes	con	
ReA	(Kuon	et	al.,	2001;	Kuon	y	Sieper,	2003a).	Sin	embargo,	solo	en	un	caso	se	demostró	
directamente	su	procesamiento	endógeno	y	presentación	por	HLA‐B*27	en	células	vivas.	
Este	epítopo,	ARKLLLDNL,	deriva	de	la	proteína	PqqC	(pyrroloquinoline‐quinone	synthase‐
like	protein)	y	muestra	homología	de	secuencia	con	proteínas	humanas	(Cragnolini	et	al.,	
2009).	No	obstante,	no	se	demostró	una	posible	reacción	cruzada,	mediada	por	CTLs,	con	
péptidos	de	origen	humano.		
Estudios	 llevados	 a	 cabo	 en	 ratas	 transgénicas,	 sugieren	 que	 HLA‐B*27	 estaría	
participando	en	esta	patología,	mediante	un	mecanismo	de	mimetismo	molecular	acorde	
con	 la	 hipótesis	 del	 péptido	 artritogénico.	Así,	 esplenocitos	de	 ratas	 inmunizadas	 con	 la	
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molécula	de	HLA‐B*27	y	estimuladas	in	vitro	con	células	provenientes	de	ratas	HLA‐B*27+	
tratadas	 con	 C.	 trachomatis	 generaron	 células	 T	 CD8+	 específicas	 contra	 C.	 trachomatis	
(Popov	et	al.,	2001).	Además,	esplenocitos	de	ratas	HLA‐B*27+	 inmunizadas	contra	HLA‐
B*27	desarrollaron	 auto‐reactividad	 específica	 contra	HLA‐B*27,	 tras	 ser	 estimuladas	 in	
vitro	 con	 C.	 trachomatis	 (Popov	 et	 al.,	 2002).	 Estos	 estudios	 sugieren	 un	 posible	
mimetismo	molecular	 entre	péptidos	derivados	de	 la	propia	molécula	de	HLA‐B*27	 con	
péptidos	derivados	de	C.	trachomatis.	
	
	
	
En	estudios	previos	de	nuestro	laboratorio,	se	identificó	un	péptido	derivado	de	la	
región	 intracitoplasmática	 de	 la	 propia	 molécula	 de	 HLA‐B*27,	 que	 es	 presentado	
endógenamente	por	esta	misma	molécula,	y	es	altamente	homólogo	a	una	secuencia	de	la	
DNA	 primasa	 (DNAP)	 de	 C.	 trachomatis	 (Ramos	 et	 al.,	 2002).	 Estudios	 posteriores	
confirmaron	el	procesamiento	y	la	presentación	endógena	de	un	péptido	derivado	de	esta	
región	de	la	DNAP	bacteriana	en	células	HLA‐B*27+	(Cragnolini	y	López	de	Castro,	2008).	
Uno	de	los	objetivos	abordados	en	esta	tesis	doctoral	es	la	identificación	de	nuevos	
ligandos	 derivados	 de	 C.	 trachomatis,	 especialmente	 de	 aquellos	 con	 homología	 a	
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proteínas	 humanas	 y	 evaluar,	 a	 nivel	 bioquímico,	 la	 verosimilitud	 del	 mimetismo	
molecular	como	mecanismo	patogénico	en	la	ReA.	
I.3.2	 Modulación	 global	 del	 peptidoma	 y	 el	 papel	 patogénico	 de	 HLA‐B*27	 en	 la	
espondilitis	anquilosante	(AS).	
La	alta	asociación	de	HLA‐B*27	con	AS	no	se	explica	fácilmente	por	la	hipótesis	del	
péptido	 artritogénico,	 debido	 que	 no	 está	 demostrado	 que	 las	 bacterias	 sean	 un	 factor	
patogénico	en	AS.	Además,	un	estudio	en	ratas	transgénicas	HLA‐B*27+	que	presentan	una	
patología	 con	 gran	 similitud	 a	 la	 AS	 humana	 (Hammer	 et	 al.,	 1990),	 demostró	 que	 el	
desarrollo	 de	 la	 enfermedad	 es	 dependiente	 de	 células	 T	 CD4+,	 descartando	 la	
participación	de	las	T	CD8+,	al	menos	en	este	modelo	(May	et	al.,	2003).		
Existen	ciertas	propiedades	moleculares	de	HLA‐B*27	que	podrían	conferir	a	esta	
molécula	una	capacidad	pro‐inflamatoria	independiente	de	la	presentación	de	un	péptido	
específico.	Estas	propiedades,	junto	con	su	función	en	la	presentación	antigénica,	llevaron	
a	 proponer	 dos	 hipótesis	 alternativas	 que	 tratan	 de	 explicar	 el	 papel	 patogénico	 de	 la	
molécula:	 1)	 la	 hipótesis	 del	 plegamiento	 anómalo	 de	 la	 HC,	 propone	 que	 el	 mal	
plegamiento	 de	 la	HC	 induciría	 una	 respuesta	 de	 estrés	 en	 el	 RE	 y	 una	 activación	 de	 la	
respuesta	inflamatoria	(Mear	et	al.,	1999;	Colbert,	2000;	Dangoria	et	al.,	2002;	Antoniou	et	
al.,	 2004;	 DeLay	 et	 al.,	 2009),	 2)	 la	 hipótesis	 de	 la	 presentación	 de	 homodímeros	 en	
superficie	 propone	 que	 formas	 aberrantes	 de	 MHC‐I,	 consistentes	 en	 dímeros	 de	 HC	
carentes	de	2m,	se	expresarían	en	la	superficie	celular	e	inducirían	el	reconocimiento	por	
parte	 de	 las	 células	 NK	 y	 Th17	 (Células	 T	 helper	 17),	 generando	 de	 esta	 manera	 una	
respuesta	inflamatoria	(Allen	et	al.,	2001;	Kollnberger	et	al.,	2002;	Bird	et	al.,	2003;	Allen	y	
Trowsdale,	 2004;	Kollnberger	et	al.,	 2004;	Bowness	et	al.,	 2011).	 Es	 importante	 señalar	
que,	 puesto	 que	 el	 plegamiento	 y	 estabilidad	 de	 las	 moléculas	 de	 MHC‐I	 dependen	
críticamente	de	 la	unión	de	péptidos,	 el	peptidoma	endógeno	y	 sus	alteraciones	no	 solo	
modularían	la	presentación	antigénica,	sino	todo	el	comportamiento	molecular,	incluidos	
el	 plegamiento	 y	 formación	 de	 homodímeros	 de	 superficie	 (Figura	 I4).	 Por	 lo	 tanto,	 el	
peptidoma	de	MHC‐I	es	presumiblemente	la	piedra	angular	del	papel	patogénico	de	HLA‐
B*27	y	de	otras	moléculas	de	MHC‐I	asociadas	a	enfermedad.	
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I.4	Aminopeptidasas	del	RE	implicadas	en	el	procesamiento	de	ligandos	de	MHC‐I.	
Como	 se	 ha	 mencionado,	 existen	 dos	 aminopeptidasas	 residentes	 en	 el	 RE	
encargadas	 de	 procesar	 el	 extremo	 N‐terminal	 de	 los	 péptidos	 generados	 por	 el	
proteasoma.	Estas	enzimas,	ERAP1	y	ERAP2	(ERAP:	aminopeptidasa	del	RE),	pertenecen	a	
la	 familia	 M1	 de	 las	 Zn+‐aminopeptidasas.	 Tienen	 una	 identidad	 de	 secuencia	 de	
aproximadamente	50%,	contienen	el	dominio	de	unión	de	Zn+	HEXXHX18E	y	GAMEN,	 los	
cuales	 son	 esenciales	 para	 la	 actividad	 enzimática	 (Hooper,	 1994)	 y	 ambas	 son	
estimuladas	 en	 presencia	 de	 IFN‐(Saric	 et	 al.,	 2002;	 Tanioka	 et	 al.,	 2003).	 Las	
características	particulares	de	cada	enzima	se	detallan	a	continuación.	
	
	
Introducción   
12 
 
 
I.4.1	ERAP1.	
ERAP1	 fue	 la	 primera	 aminopeptidasa	 descrita	 en	 el	 RE	 capaz	 de	 producir	 el	
último	recorte	de	los	péptidos	hasta	su	longitud	óptima	para	su	unión	a	las	moléculas	de	
MHC‐I	(Saric	et	al.,	2002;	York	et	al.,	2002).	Su	función	principal	es	hidrolizar	el	extremo	
N‐terminal	de	los	péptidos	hasta	alcanzar	una	longitud	de	8‐9	aa	y	muestra	una	cinética	de	
inhibición	por	sustrato	(Evnouchidou	et	al.,	2011).	Para	llegar	a	esta	longitud	tan	concreta,	
la	enzima	muestra	un	mecanismo	de	“regla	molecular”	que	consiste	en	que	el	péptido	se	
une	 a	un	 sitio	 regulador,	 o	de	 anclaje,	 distinto	 al	 sitio	 activo,	 los	 cuales	 se	ubican	 a	una	
distancia	 correspondiente	 a	 esta	 longitud	 de	 residuos.	 Esto	 explicaría	 por	 qué	 ERAP1	
degrada	con	mayor	eficiencia	péptidos	más	largos	(9‐16	residuos)	y	más	deficientemente	
péptidos	menores	 (<	 8	 residuos),	 ya	 que	 estos	 no	 alcanzarían	 el	 tamaño	mínimo	 entre	
ambos	sitios	(Chang	et	al.,	2005).	
ERAP1	 ha	 sido	 cristalizada	 en	 dos	 conformaciones,	 una	 abierta	 (inactiva)	 y	 otra	
cerrada	 (activa)	 (Kochan	 et	 al.,	 2011;	 Nguyen	 et	 al.,	 2011).	 Consta	 de	 4	 dominios	
comprendidos	 por	 los	 siguientes	 residuos:	 1–254,	 255–527/529,	 528/530–613/614	 y	
614/615–941.	La	comparación	de	ambas	estructuras	muestra	que	el	dominio	III	actuaría	
como	bisagra	entre	el	I‐II	y	el	IV.	Durante	la	hidrólisis	el	dominio	IV	se	movería	sobre	el	III,	
cerrando	la	cavidad	para	llevar	a	cabo	el	proceso	de	corte.	El	péptido	se	uniría	a	la	enzima	
a	través	de	su	extremo	C‐terminal	en	una	cavidad	conformada	entre	el	dominio	III‐IV	(sitio	
de	unión	o	regulador),	el	extremo	N‐terminal	alcanzaría	el	sitio	catalítico	y	el	residuo	sería	
hidrolizado.	El	análisis	de	la	estructura	y	la	distancia	encontrada	entre	el	sitio	de	unión	y	el	
catalítico,	concuerda	con	el	mecanismo	de	“regla	molecular”	(Chang	et	al.,	2005;	Kochan	et	
al.,	2011;	Nguyen	et	al.,	2011)	(Figura	I5)	
La	 preferencia	 de	 ERAP1	 por	 distintos	 residuos	 N‐terminales	 se	 determinó	
utilizando	 sustratos	 fluorogénicos,	 péptidos	 sintéticos	 y	minigenes	 expresados	 en	 el	 RE	
(Evnouchidou	 et	al.,	 2008;	 Evnouchidou	et	al.,	 2009;	Hearn	 et	al.,	 2009;	 Zervoudi	 et	al.,	
2011).	En	 general,	R,	K,	D,	E	 son	 cortados	deficientemente.	Al	 contrario,	C,	A,	 L,	M,	Y	 se	
encuentran	entre	los	mejores	sustratos	de	esta	enzima.	La	especificidad	se	ve	afectada	por	
el	polimorfismo	natural	de	la	enzima	(Reeves	et	al.,	2013).	
	
I.4.2	ERAP2	
ERAP2	 presenta	 cierta	 homología	 en	 función	 y	 estructura	 con	 ERAP1,	 pero	
también	 posee	 particularidades	 que	 la	 diferencian	 notablemente.	 ERAP2	 es	 capaz	 de	
degradar	péptidos	de	diversas	 longitudes,	 incluyendo	pequeños	(<	8	residuos),	debido	a	
que	no	sigue	el	mecanismo	de	“regla	molecular”	(Chang	et	al.,	2005).		
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Ambas	enzimas,	presentan	una	topología	similar,	pero	difieren	hacia	el	extremo	C‐
terminal.	Este	extremo	de	la	proteína	conforma	el	sitio	de	unión	del	péptido,	de	tal	forma	
que	en	ERAP2	no	hay	una	distancia	mínima	necesaria	para	que	se	produzca	la	catálisis	del	
extremo	N‐terminal	del	péptido,	sino	que	este	podría	alcanzar	el	sitio	activo	directamente	
(Birtley	et	al.,	2011).	
ERAP2	 muestra	 cierta	 preferencia	 por	 residuos	 básicos	 (Saveanu	 et	 al.,	 2005;	
Zervoudi	et	al.,	2011;	Evnouchidou	et	al.,	2012)	y	cierta	dificultad	en	el	procesamiento	de	
péptidos	 que	 pueden	 ser	 buenos	 sustratos	 de	 ERAP1.	 La	 actividad	 enzimática	 está	
modulada	por	el	polimorfismo	de	ERAP2	en	la	posición	392	(Evnouchidou	et	al.,	2012).		
Ambas	 enzimas	 podrían	 actuar	 de	 manera	 concertada,	 interaccionando	 y	
modulando	mutuamente	su	actividad,	además	de	complementar	sus	actividades	catalíticas	
mediante	 la	 acción	diferencial	 sobre	 los	 sustratos.	Hay	que	destacar	que	ninguna	de	 las	
dos	enzimas	es	capaz	de	hidrolizar	un	enlace	que	contenga	P	en	el	extremo	N‐terminal,	ya	
sea	P‐X	o	X‐P.	(Saveanu	et	al.,	2005;	Lorente	et	al.,	2013;	Evnouchidou	et	al.,	2014).	
	
I.5	Asociación	de	ERAP1	y	ERAP2	en	enfermedades	ligadas	a	MHC‐I.	
Estas	 enzimas	 se	 encuentran	 asociadas	 a	 distintas	 enfermedades	 de	 MHC‐I,	
probablemente	debido	al	papel	que	juegan	en	el	procesamiento	de	ligandos.	Además,	sus	
distintos	polimorfismos	se	pueden	encontrar	asociados	de	manera	diferencial	a	distintas	
enfermedades.	Por	 lo	 cual	no	existe	un	patrón	único	de	acción	de	estas	 enzimas	 (Tabla	
I2).		
	
I.5.1	ERAP1	
El	 polimorfismo	 de	 ERAP1	 tiene	 consecuencias	 funcionales.	 La	 posición	 mejor	
caracterizada	 es	 la	 528,	 la	 cual	 modula	 drásticamente	 la	 actividad	 enzimática	 y	 la	
generación	de	 ligandos	 in	vitro	(Goto	et	al.,	2006;	Evans	et	al.,	2011;	Evnouchidou	et	al.,	
2011).	 Otros	 estudios	 han	 determinado	 también	 un	 efecto	 de	 la	 posición	 575	 (Martín‐
Esteban	et	al.,	2014)	y	730	(Evnouchidou	et	al.,	2011)	
La	 actividad	 catalítica	 también	 es	 dependiente	 del	 conjunto	 de	 polimorfismos	
presentes	 y	 no	 solo	 de	 la	 acción	 de	 residuos	 individuales	 (Reeves	 et	 al.,	 2013;	 Martín‐
Esteban	et	al.,	2014;	Reeves	et	al.,	2014).	
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SNP		
Cambiob	 		 Riesgo	incrementado	en	enfermedad	(AA)	
Base	 AA	 		 AS	(HLA‐B*27)	
Psoriasis	
(HLA‐C*06:02)	
Behçet	
(HLA‐
B*51:01)	
rs26653		 C380G	 P127R	 R	 R	 nd	
rs2287987		 A1045G	 	M349V	 M	 nd	 nd	
rs30187		 G1583A	 R528K	 K	 K	 nd	
rs10050860		 G1723A	 	D575N	 D	 nd	 N	
rs17482078		 G2174A	 	R725Q	 R	 nd	 Q	
rs27044		 G2188C	 	E730Q	 		 Q	 nd	 nd	
	
ERAP1	está	asociado	con	AS	en	epistasis	con	HLA‐B*27	(Evans	et	al.,	2011),	lo	cual	
significa	que	la	variante	de	ERAP1	asociada	con	AS,	es	de	riesgo	solo	si	está	presente	HLA‐
B*27.	 La	 asociación	 entre	 ERAP1	 y	 AS	 ha	 sido	 confirmada	 en	 diversos	 estudios	 y	
poblaciones	(Burton	et	al.,	2007;	Harvey	et	al.,	2009;	Choi	et	al.,	2010;	Reveille	et	al.,	2010;	
Lin	et	al.,	 2012;	Pimentel‐Santos	et	al.,	 2013).	 ERAP1	 también	 se	 encuentra	 en	 epistasis	
con	 otros	 alelos	 asociados	 a	 enfermedades	 de	 MHC‐I:	 con	 HLA‐C*06:02	 en	 psoriasis	
(Strange	et	al.,	2010;	Sun	et	al.,	2010;	Julià	et	al.,	2012;	Yang	et	al.,	2012)	y	con	HLA‐B*51	
en	enfermedad	de	Behçet	 (Kirino	et	al.,	2013;	Conde‐Jaldón	et	al.,	 2014;	Ombrello	et	al.,	
2014).	
Estudios	realizados	sobre	el	peptidoma	de	HLA‐B*27:04	demostraron	que	ERAP1	
es	fundamental	para	configurar	su	repertorio	peptídico.	Se	generaron	péptidos	más	cortos	
en	una	enzima	con	mayor	actividad	(528K)	y	la	presencia	de	péptidos	más	largos	con	una	
variante	 menos	 activa	 (528R)	 fue	 acompañada	 por	 una	 disminución	 de	 la	
termoestabilidad	 (García‐Medel	et	al.,	 2012).	Además,	 la	 ausencia	de	enzima	 llevó	a	una	
alteración	en	la	expresión	en	la	superficie	celular	de	subtipos	de	HLA‐B*27	asociados	con	
AS	(Haroon	et	al.,	2012)	y	una	alteración	de	los	patrones	de	longitud	y	reconocimiento	de	
epítopos	 específicos	 en	 HLA‐B*27:05	 (Chen	 et	al.,	 2014).	 Estos	 resultados	 sugieren	 que	
ERAP1	no	solo	participa	 configurando	el	 repertorio	peptídico,	 sino	que	 también	modula	
distintas	propiedades	biológicas	de	las	moléculas	de	MHC‐I.	
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I.5.2	ERAP2	
El	 polimorfismo	 K392N	 es	 el	 único	 presente	 en	 ERAP2	 capaz	 de	 modular	 su	
actividad	 catalítica	 (Evnouchidou	 et	 al.,	 2012).	 Existen	 otros	 dos	 polimorfismos	 que	
afectan	la	expresión	de	esta	enzima.	Uno	de	ellos,	rs2248374,	se	encuentra	en	el	sitio	de	
splicing	del	exón	10	y	produce	un	codón	stop	prematuro	y	 la	degradación	del	mensajero	
por	NMD	(nonsense‐mediated	decay)	(Andrés	et	al.,	2010).	El	polimorfismo	rs7705093	se	
encuentra	dentro	del	gen	de	LNPEP	(leucyl/cystinyl	aminopeptidase)	y	presenta	un	LD	muy	
fuerte	con	otros	SNPs	(Single	Nucleotide	Polymorphism)	dentro	de	la	región	que	contiene	
ERAP1,	 ERAP2	 y	 LNPEP.	 Particularmente,	 este	 SNP	 está	 en	 LD	 casi	 perfecto	 con	
rs10044354,	 polimorfismo	 que	 lleva	 a	 la	 baja/nula	 expresión	 de	 ERAP2	 (Kuiper	 et	 al.,	
2014).	Los	mecanismos	por	el	cual	estos	dos	SNPs	determinan	los	niveles	de	expresión	de	
la	enzima,	aún	no	han	sido	caracterizados.	
La	 asociación	 de	 ERAP2	 a	 enfermedad	 parece	 tener	 como	 factor	 común	 su	
expresión.	En	la	retinopatía	en	perdigonada	(BSCR),	la	enfermedad	se	asocia	a	la	presencia	
de	 la	 enzima	 debido	 al	 SNP	 rs7705093	 (Kuiper	 et	 al.,	 2014).	 En	 AS,	 se	 encuentran	
asociados	 el	 polimorfismo	 rs2549782	 (392N),	 que	 codifica	 para	 una	 variante	 de	mayor	
actividad	enzimática	y	el	rs2248374,	que	se	encuentra	en	LD	con	rs2549782,	y	afecta	 la	
expresión	 de	 la	 enzima.	 Por	 tanto,	 la	 ausencia	 de	 la	 variante	 enzimática	 más	 activa	 es	
protectora	y	la	presencia	de	enzima,	aunque	es	la	variante	de	menor	actividad,	incrementa	
el	riesgo	de	enfermedad	(Cortes	et	al.,	2013).		
	
I.6	BSCR,	ERAP2	y	la	posible	implicación	de	ERAP1.	
BSCR	 presenta	 la	 asociación	 más	 fuerte	 entre	 un	 alotipo	 de	 MHC‐I	 y	 una	
enfermedad,	incluso	más	alta	que	la	encontrada	en	AS.	Clínicamente	se	caracteriza	por	ser	
una	 uveítis	 posterior	 y	 muy	 restringida	 en	 su	 localización,	 produciendo	 una	 atrofia	
generalizada	de	 la	retina	y	el	coroide	y	por	un	aumento	en	 la	 inflamación	 intraocular,	 la	
cual	 finalmente	 deriva	 en	 una	 pérdida	 de	 visión.	 A	 pesar	 de	 que	 se	 conoce	 desde	 hace	
tiempo	su	asociación	con	HLA‐A*29,	existía	controversia	respecto	al	subtipo	relevante	en	
esta	enfermedad.	En	un	estudio	genético	reciente,	se	ha	determinado	que	la	asociación	es	
con	HLA‐A*29:02	 y	no	 con	A*29:01	 (Kuiper	et	al.,	 2014).	 La	 frecuencia	de	HLA‐A*29	 es	
cercana	 al	 7%	 en	 individuos	 sanos,	 pero	 >95%	 en	 los	 pacientes	 con	 BSCR	 (Shah	 et	 al.,	
2005;	Brézin	et	al.,	2011).	
Este	 estudio	genético	 también	describió	una	asociación	 con	ERAP2,	determinada	
por	 un	 SNP	 localizado	 entre	 los	 loci	 que	 codifican	 para	 ERAP1,	 ERAP2	 y	 LNPEP.	 Su	
caracterización	posterior	indicó	que	esta	asociación	se	relacionaba	con	la	presencia	de	la	
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enzima,	y	no	con	una	alteración	en	sus	propiedades	catalíticas.	Este	hallazgo	sugirió	que	
ERAP2	podría	estar	implicado	en	la	generación	de	un	autoantígeno	específico	presentado	
por	A*29:02	e	influir	de	esta	manera	en	la	susceptibilidad	a	la	enfermedad	(Kuiper	et	al.,	
2014;	Kuiper	et	al.,	2015).		
Existen	 ciertas	 consideraciones	 que	 permiten,	 sin	 descartarla,	 cuestionar	 esta	
hipótesis	 en	 el	 estado	 actual	 de	 nuestros	 conocimientos.	 En	 primer	 lugar,	 los	 estudios	
genéticos	no	excluyeron	una	participación	de	ciertos	polimorfismos	de	ERAP1	que	afectan	
a	 la	actividad	catalítica	pero	no	a	 la	expresión	de	 la	enzima.	En	segundo	 lugar,	mientras	
que	 la	 función	 de	 ERAP2	 en	 el	 procesamiento	 de	 ligandos	 está	 poco	 definida,	 el	
polimorfismo	de	ERAP1	 altera	 sustancialmente	 el	 peptidoma	de	HLA‐B*27,	 adquiriendo	
un	papel	relevante.	Por	lo	tanto,	es	posible	que	ERAP1	influya	en	la	susceptibilidad	de	la	
BSCR	 alterando	 el	 peptidoma	 de	 A*29:02,	 y	 que	 la	 participación	 de	 ERAP2	 en	 esta	
enfermedad	dependa	del	contexto	y	acción	de	ERAP1,	puesto	que	ambas	enzimas	actúan	
concertadamente	en	el	procesamiento	antigénico	(Saveanu	et	al.,	2005;	Evnouchidou	et	al.,	
2014).	Por	esta	razón,	uno	de	 los	objetivos	de	esta	 tesis	es	caracterizar	el	peptidoma	de	
A*29:02	y	los	posibles	efectos	de	ERAP1	en	su	configuración.	
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Objetivo	General:	Definir	las	bases	moleculares	que	apoyan	un	papel	del	procesamiento	
peptídico	 en	 la	 patogenia	 de	 las	 enfermedades	 asociadas	 a	MHC‐I,	 centrándonos	 en	 dos	
aspectos:	1)	el	papel	del	mimetismo	molecular	entre	antígenos	bacterianos	y	propios	en	la	
ReA	 asociada	 a	 HLA‐B*27	 y	 2)	 la	 caracterización	 de	 las	 alteraciones	 inducidas	 en	 el	
peptidoma	de	HLA‐A*29:02,	asociado	con	BSCR,	por	el	polimorfismo	de	ERAP1	relevante	
en	otras	enfermedades	inflamatorias	ligadas	a	MHC‐I.	
	 Los	objetivos	específicos	fueron	los	siguientes:	
Objetivo	 1:	 Estudiar	 el	 procesamiento	 y	 presentación	 endógenos	 de	 péptidos	 de	
Chlamydia	 trachomatis,	 incluyendo	 aquellos	 con	 alta	 homología	 a	 ligandos	 naturales	
propios	de	HLA‐B*27.	
Objetivo	2:	Caracterizar	el	peptidoma	constitutivo	de	HLA‐A*29:02.	
Objetivo	 3:	 Analizar	 las	 alteraciones	 inducidas	 por	 el	 polimorfismo	 y	 la	 expresión	 de	
ERAP1	en	el	peptidoma	de	HLA‐A*29:02.	
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M.1	Construcciones	génicas.	
Con	el	fin	de	garantizar	la	correcta	expresión	de	las	proteínas	bacterianas	y	evitar	
cualquier	problema	que	pueda	presentar	 la	transcripción	y	traducción	de	estos	genes	en	
un	sistema	eucariótico,	se	diseñaron	distintas	construcciones	como	proteínas	de	fusión	al	
extremo	 C‐terminal	 de	 EGFP.	 Se	 amplificó	 el	 gen	 de	 ClpC	 (CLP	 protease	 ATP‐binding	
subunit	 C)	 a	 partir	 del	 cDNA	 de	 C.	 trachomatis	 serovar	 L2	 (Advances	 Biotechnologies,	
Columbia,	MD)	utilizando	oligonucleótidos	 específicos	 y	 se	 clonó	 en	 el	 vector	 pEGFP‐C1	
(BD	 Biosciences	 Clontech)	 usando	 los	 sitios	 de	 restricción	 BglII	 y	 SalI.	 Se	 realizaron	
distintas	 construcciones	 basadas	 en	 cortes	 específicos	producidos	por	distintas	 enzimas	
de	restricción,	lo	cual	permitió	obtener	una	proteína	bacteriana	truncada	en	el	extremo	C‐
terminal,	 y	 que	 mantuvo	 la	 presencia	 del	 epítopo	 antigénico	 ClpC(7‐15)	
(UniProtKB/Swiss‐Prot	 O84288).	 Finalmente,	 se	 generaron	 dos	 proteínas	 de	 fusión:	
ClpC(1‐512)	y	ClpC(1‐570),	las	cuales	contienen	512	y	570	aa,	respectivamente.	
M.2	Generación	de	transfectantes	y	cultivos	celulares.	
La	 línea	 linfoide	 Hmy.2‐C1R	 (C1R)	 posee	 una	 baja	 expresión	 de	 los	 alelos	
constitutivos	HLA‐B*35:02	 y	HLA‐C*04:02	 (Storkus	 et	al.,	 1987;	 Zemmour	 et	al.,	 1992).	
Esta	línea,	transfectada	previamente	con	HLA‐B*27:05	(Calvo	et	al.,	1990),	se	utilizó	para	
generar	transfectantes	estables	de	la	proteína	ClpC	de	C.	trachomatis.	Las	construcciones	
se	co‐transfectaron	junto	con	el	vector	RSV.5	(Long	et	al.,	1991)	modificado	con	el	gen	de	
resistencia	a	higromicina	(cedido	por	la	Dra.	Dolores	Jaraquemada,	UAB)	en	una	relación	
20:1	mediante	 electroporación	 a	 300	mV	 y	 960	F	 en	 un	 electroporador	Gene	 PulserTM	
(BioRad,	Hercules,	CA).	Los	transfectantes	se	seleccionaron	en	medio	RPMI	suplementado	
con	higromicina	250	g/ml,	10%	de	suero	bovino	fetal	(FBS)	(ambos	de	Invitrogen),	2	mM	
glutamina,	25	mM	HEPES,	estreptomicina	y	penicilina.	
Las	 líneas	 celulares	 linfoides	 C1R	 (baja	 expresión	 de	 HLA‐B*35,	 C*04),	 C1R‐
B*27:05	(HLA‐B*27:05,	baja	expresión	de	HLA‐B*35,	C*04),	MOU	(HLA‐A*29:02,	B*44:03,	
C*16:01),	 SWEIG	 (HLA‐A*29:02,	 B*40:02,	 C*02:02)	 y	 PF97387	 (HLA‐A*29:02,	 B*44:03,	
C*16:01)	se	crecieron	en	medio	RPMI	suplementado	con	10%	de	FBS,	2	mM	glutamina,	25	
mM	HEPES,	estreptomicina	y	penicilina.	
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M.3	Caracterización	de	SNPs	de	ERAP1	y	ERAP2	mediante	genotipaje.	
Se	utilizaron	aproximadamente	5x106	células	para	la	extracción	del	DNA	genómico	
de	 cada	 una	 de	 las	 líneas	 celulares	 HLA‐A*29+.	 La	 secuenciación	 de	 ERAP1	 se	 realizó	
utilizando	 oligonucleótidos	 específicos	 para	 cada	 exón,	 los	 cuales	 contienen	 secuencias	
complementarias	 de	 M13,	 u	 oligonucleótidos	 específicos	 carentes	 de	 las	 secuencias	
derivadas	de	M13.	Estos	oligonucleótidos	fueron	diseñados	para	identificar	los	siguientes	
SNPs	que	se	encuentran	en	la	secuencia	codificante	del	gen	de	ERAP1:	rs26653,	rs26618,	
rs27895,	rs27044,	rs30187,	rs10050860,	rs17482078	y	rs2287987.	Los	exones	donde	se	
encuentran	los	SNP	fueron	amplificados	por	PCR	usando	AmpliTaq	Gold	PCR	Master	Mix	
(Applied	Biosystems),	posteriormente	purificados	usando	ExoSap	 (USB	Corp.,	Cleveland,	
OH)	 y	 secuenciados	 en	 un	 analizador	 3730XL	 (Applied	 Biosystems).	 Cuando	 hubo	
ambigüedad	 en	 alguna	 secuenciación,	 se	 procedió	 a	 la	 secuenciación	 de	 la	 hebra	
complementaria.	
Para	 la	 secuenciación	 de	 los	 SNPs	 asociados	 a	 ERAP2,	 se	 utilizó	 el	 mismo	
procedimiento	descrito	anteriormente,	con	las	siguientes	modificaciones.	La	amplificación	
se	 realizó	 sobre	 el	 exón	 7	 para	 la	 secuenciación	 del	 SNP	 rs2549782,	 y	 se	 amplificaron	
zonas	 que	 incluyen	 los	 SNPs	 rs2248374	 y	 rs10044354,	 que	 no	 pertenecen	 a	 la	 región	
codificante.	La	amplificación,	purificación	y	secuenciación	se	realizó	de	la	manera	descrita	
anteriormente.	 Los	 polimorfismos	 secuenciados	 de	 ambas	 enzimas	 se	 encuentran	 en	 la	
Tabla	R4.	
M.4	Anticuerpos.	
Se	utilizaron	los	siguientes	anticuerpos:	
A6455:	antisuero	de	conejo	anti‐GFP	(Invitrogen)	
W6/32:	anticuerpo	monoclonal	(IgG2a)	contra	un	determinante	monomórfico	de	HLA‐A,‐
B	y	‐C	(Barnstable	et	al.,	1978).	
108‐2C5:	anticuerpo	monoclonal	(IgG1)	contra	un	determinante	antigénico	que	reconoce	
la	molécula	HLA‐A	plegada	(Lozano	et	al.,	1989).	
HCA2:	 anticuerpo	monoclonal	 (IgG1)	 contra	 un	 determinante	 antigénico	 de	 HLA‐A,	 que	
reconoce	la	molécula	sin	plegar	(Stam	et	al.,	1990).	
3F5:	anticuerpo	monoclonal	anti‐ERAP2	humano	(R&D	Systems,	Minneapolis,	USA).	
6H9:	anticuerpo	monoclonal	anti‐ERAP1	humano	(R&D	Systems,	Minneapolis,	USA).	
GTU88:	anticuerpo	monoclonal	anti‐‐tubulina	(IgG1)	(Sigma‐Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA).	
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M.5	Citometría	de	flujo.	
Las	 células	 transfectadas	 de	 manera	 estable	 con	 las	 proteínas	 de	 fusión	 se	
analizaron	mediante	citometría	de	flujo,	por	medición	directa	de	la	fluorescencia	asociada	
a	 EGFP.	 Para	 ello,	 las	 células	 se	 lavaron	 dos	 veces	 con	 PBS	 y	 se	 centrifugaron	 a	 500xg	
durante	5	min.	La	detección	se	llevó	a	cabo	en	un	citómetro	FACSCalibur	(excitación	488	
nm,	emisión	507	nm),	 los	datos	fueron	adquiridos	utilizando	el	software	CellQuestTM	Pro	
v4.0.2	(BD	Biosciences)	y	analizados	usando	FlowJo	v7.5	(Tree	Star.	Inc,	Ashland,	USA).	
Para	 la	determinación	de	 la	expresión	de	HLA‐A*29:02	en	 la	superficie	celular	se	
utilizaron	3x105	células,	se	lavaron	dos	veces	con	200	l	de	PBS	y	se	centrifugaron	a	500xg	
durante	 5	min.	 Posteriormente	 se	 incubaron	 con	 los	 respectivos	 anticuerpos	 primarios,	
108‐2C5	o	HCA2,	a	una	concentración	de	30	y	10	g/ml,	respectivamente.	La	incubación	
se	realizó	durante	30	min	a	4ºC.	Posteriormente,	las	células	fueron	lavadas	tres	veces	con	
200	l	de	PBS	e	incubadas	con	un	anticuerpo	secundario	anti‐ratón	conjugado	con	FITC,	a	
0.5	g/ml,	durante	30	min	y	4ºC.	Finalmente,	las	células	fueron	lavadas,	como	se	describió	
anteriormente	y	fijadas	usando	1%	de	paraformaldehído	en	PBS.	La	adquisición	y	análisis	
de	las	muestras	se	realizó	de	la	manera	descrita	en	el	párrafo	anterior.	
M.6	Inmunoprecipitación	y	Western	blot.	
Para	 la	 determinación	 de	 la	 expresión	 de	 proteínas	 de	C.	 trachomatis,	 se	 lisaron	
aproximadamente	2x106	células	en	0.5%	Igepal	CA‐630	(Sigma),	5	mM	MgCl2,	50	mM	Tris‐
HCl	 pH	 7.4	 en	 presencia	 de	 una	 mezcla	 de	 inhibidores	 de	 proteasas	 (Complete	 Mini,	
Roche)	durante	30	min,	en	agitación	constante	y	4ºC.	Posteriormente	se	incubaron	con	un	
anticuerpo	anti‐IgG	de	conejo	acoplado	a	bolas	de	sefarosa	durante	3	h.	El	sobrenadante	
fue	 inmunoprecipitado	 utilizando	 bolas	 de	 sefarosa	 acopladas	 con	 un	 anticuerpo	
policlonal	 anti‐GFP	 (A6455),	 en	 agitación	 continua	 durante	 3	 h	 y	 4ºC.	 Los	
inmunoprecipitados	 se	 lavaron	 3	 veces	 usando	 el	 mismo	 tampón	 de	 lisis	 y	 se	
desnaturalizaron	durante	5	min	en	tampón	de	carga	(0.0625	mM	Tris‐HCl	pH	6.8,	5%	‐
mercaptoetanol,	10%	glicerol,	4%	SDS,	Azul	de	bromofenol).	Las	muestras	se	procesaron	
mediante	 10%	 SDS‐PAGE	 y	 se	 transfirieron	 a	 membranas	 de	 nitrocelulosa	 a	 20	 mA,	
durante	 toda	 la	 noche.	 La	 inmunodetección	 se	 realizó	 usando	 el	 anticuerpo	 A6455	
(1:1000)	y	anti‐IgG	de	conejo	conjugado	con	peroxidasa	(1:5000),	diluidos	en	tampón	de	
bloqueo	(5%	leche,	0.1%	Tween	20	en	PBS).	Los	inmunoblots	fueron	revelados	utilizando	
el	sistema	de	detección	ECL	(Amersham	Biosciences).	
El	 análisis	 de	 la	 expresión	 de	 ERAP1,	 ERAP2	 y	 ‐tubulina	 en	 diferentes	 líneas	
celulares	 se	 realizó	 utilizando	 aproximadamente	 3x105	 células,	 directamente	 sobre	 el	
lisado,	 sin	 inmunoprecipitación.	Para	 la	 inmunodetección	de	ERAP1,	ERAP2	y	‐tubulina	
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se	 utilizaron	 los	 anticuerpos:	 6H9,	 3F5,	 y	 GTU88,	 respectivamente,	 y	 un	 anticuerpo	
secundario	 policlonal	 anti‐IgG	 de	 ratón	 preparado	 en	 cabra	 conjugado	 con	 peroxidasa	
(DakoCytomation,	Glostrup,	Denmark).	
	
M.7	Aislamiento	de	péptidos	unidos	a	MHC‐I.	
Para	 la	purificación	de	péptidos	provenientes	de	HLA‐B*27:05	y	HLA‐A*29:02	se	
utilizaron	 1x1010	 y	 2x109	 células,	 respectivamente.	 El	 proceso	 en	 ambos	 casos	 es	
esencialmente	 el	 mismo	 y	 solo	 difieren	 en	 los	 anticuerpos	 utilizados	 para	
inmunoprecipitar	cada	alelo	de	MHC‐I.	Las	células	se	lisaron	en	1%	Igepal	CA‐630,	20	mM	
Tris‐HCl	pH	7.5,	150	mM	NaCl,	0.2%	NaN3,	en	presencia	de	una	mezcla	de	inhibidores	de	
proteasas	 (Complete,	 Roche)	 y	 PMSF	2	mM,	 durante	 1	 h	 a	 4ºC	 y	 agitación	 constante.	 El	
lisado	se	sometió	a	dos	etapas	de	centrifugación	diferencial,	primero	a	1000xg	durante	10	
min	y	4ºC	y	posteriormente	a	100000xg,	1	h	a	4ºC.	El	sobrenadante	se	aplicó	sobre	una	
precolumna	de	sefarosa	bloqueada	con	Tris‐HCl.	El	eluído	de	la	precolumna	se	sometió	a	
cromatografía	 de	 inmunoafinidad	 utilizando	 los	 anticuerpos	 W6/32	 y	 108‐2C5	 para	
inmunoprecipitar	 HLA‐B*27:05	 y	 HLA‐A*29:02,	 respectivamente.	 El	 heterotrímero	 se	
eluyó	 utilizando	 0.1%	 ácido	 trifluoroacético	 (TFA)	 en	 agua,	 a	 temperatura	 ambiente.	 Se	
separaron	los	péptidos	de	la	HC	y	2m	por	filtración	usando	Vivaspin	2	(Sartorious	Stedim	
Biotech,	 Gottingen,	 Alemania)	 y	 se	 concentraron	 utilizando	 un	 SpeedVac	 (Savant	 Global	
Medical	Instrumentation,	Ramsey,	MN).	Previo	a	su	análisis,	las	muestras	fueron	desaladas	
y	concentradas	utilizando	puntas	OMIX	C18.	
M.8	Espectrometría	de	Masas	(MS).	
M.8.1	Electrospray‐LTQ‐Orbitrap	MS/MS.	
Las	muestras	fueron	analizadas	utilizando	un	HPLC	capilar	(Eksigent,	Dublin,	CA)	
acoplado	 a	 un	 espectrómetro	 de	 masas	 Orbitrap	 XL	 (Thermo	 Fisher	 Scientific).	 Los	
péptidos	 fueron	 eluidos	 a	 un	 flujo	 de	 0.25	 l/min	 en	 un	 gradiente	 lineal	 de	 7‐40%	 de	
acetonitrilo	en	0.1%	ácido	fórmico	durante	90	min,	seguidos	de	17	min	a	95%	acetonitrilo	
en	0.1%	ácido	fórmico.	En	algunos	casos	se	utilizó	el	mismo	gradiente	durante	214	min,	
con	una	elución	isocrática	final	de	29	min.	Los	espectros	se	adquirieron	en	el	analizador	
Orbitrap	 en	 modo	 Full	 Ion	 Scan	 (Full	 MS)	 en	 un	 rango	 de	 m/z	 de	 400‐2000	 y	 una	
resolución	de	60000.	Las	siete	masas	más	intensas	de	cada	espectro	Full	MS	en	carga	+1,	
+2	 o	 +3	 fueron	 seleccionadas	 para	 fragmentarlas	 mediante	 CID	 (Collision‐induced	
dissociation)	en	la	trampa	lineal.	
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M.8.2	Electrospray‐LTQ‐Velos	MS/MS.	
El	 peptidoma	 proveniente	 de	 líneas	 HLA‐B*27+	 se	 fraccionó	 mediante	 HPLC,	
utilizando	una	columna	Vydac	C18	(0.21×25	cm)	con	un	tamaño	de	poro	de	5	m	(Vydac,	
Hesperia,	 CA)	 y	 un	 gradiente	 isocrático	 de	 solvente	A	 (TFA	0.08%	en	 agua)	 durante	 10	
min,	 un	 incremento	 lineal	 de	 0	 a	 44%	de	 solvente	B	 (acetonitrilo	 80%,	 TFA	0.075%	en	
agua)	durante	90	min	y	un	segundo	incremento	de	44	a	100%	de	solvente	B	durante	35	
min.	La	cromatografía	fue	monitorizada	mediante	la	medición	de	absorbancia,	a	210	y	280	
nm,	se	colectaron	fracciones	de	50	l	y	se	almacenaron	a	‐20ºC	para	su	posterior	análisis.	
Se	utilizaron	péptidos	sintéticos	para	determinar	los	tiempos	de	retención	(rt)	y	de	
esta	 manera	 hacer	 una	 búsqueda	 dirigida	 de	 las	 especies	 de	 interés	 dentro	 de	 los	
peptidomas.	La	determinación	de	estos	tiempos	se	realizó	bajo	el	mismo	procedimiento	de	
HPLC	 descrito	 anteriormente.	 Una	 vez	 determinados	 los	 tiempos	 de	 retención,	 se	
utilizaron	fracciones	individuales	(10	l),	o	se	reunieron	fracciones	del	pool	peptídico	(10	
l	 de	 cada	 fracción,	 rt	 ±	 3	 min),	 se	 llevaron	 a	 100	 l,	 se	 desalaron	 y	 concentraron	
utilizando	puntas	OMIX	C18.	 	
La	búsqueda	específica	de	péptidos	concretos	se	realizó	en	modo	dual,	usando	un	
modo	de	selección	múltiple	de	iones,	SMIM	(Selected	multiple	ion	monitoring)	y	el	modo	de	
exclusión	dinámica.	Cada	fracción	se	secó,	resuspendió	en	9	l	de	0.1%	ácido	fórmico	y	se	
analizó	en	un	sistema	HPLC	Agilent	1100	acoplado	a	un	espectrómetro	de	masas	LTQ‐
Velos	 pro.	 Los	 péptidos	 se	 separaron	 por	 cromatografía	 de	 fase	 reversa	 usando	 una	
columna	 BioBasic	 C18	 RP	 (0.18	 x	 150	 mm)	 (Thermo	 Fisher	 Scientific)	 y	 se	 eluyeron	
mediante	un	gradiente	de	5‐40%	de	solvente	B	(Solvente	A:	0.1%	ácido	fórmico	en	agua,	
Solvente	B:	0.1%	ácido	 fórmico	en	80%	acetonitrilo	en	agua)	a	un	flujo	constante	de	1.8	
l/min,	durante	80	min.	Los	péptidos	se	detectaron	en	modo	SMIM	en	estados	de	carga	+1,	
+2	y	+3.	En	paralelo	al	modo	SMIM,	se	realizó	un	barrido	sobre	el	rango	de	m/z	de	400‐
2000	 (scans	 de	 1	s),	 seguido	 de	 fragmentación	MS‐dependiente	 (MS/MS),	 usando	 una	
ventana	de	aislamiento	de	2	m/z,	una	energía	de	colisión	normalizada	de	35%	y	exclusión	
dinámica	de	30	s.	
La	 identificación	 de	 los	 péptidos	 derivados	 de	 Chlamydia	 se	 realizó	 mediante	
comparación	 del	 patrón	 de	 fragmentación	 con	 el	 obtenido	 del	 correspondiente	 péptido	
sintético.	Para	ello,	este	fue	fragmentado	utilizando	un	espectrómetro	LTQ‐Velos	pro	solo	
en	 modo	 SMIM,	 bajo	 las	 mismas	 condiciones	 descritas	 anteriormente,	 excepto	 que	 se	
utilizó	un	gradiente	cromatográfico	de	35	min.	
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M.8.3	Q‐Exactive	plus	MS/MS.	
Los	peptidomas	provenientes	de	 líneas	HLA‐A*29+	 se	 analizaron	mediante	HPLC	
capilar	Ultimate	3000	RSLCnano	UHPLC	(Thermo	Fisher)	acoplado	a	un	espectrómetro	Q‐
Exactive	 Plus	 (Thermo).	 Los	 péptidos	 se	 separaron	 mediante	 cromatografía	 de	 fase	
reversa	 utilizando	 una	 columna	 Reprosil	 C18‐Aqua	 (Dr.	 Maisch,	 GmbH,	 Alemania),	 un	
gradiente	 de	 7‐40%	 acetonitrilo	 en	 0.1%	 ácido	 fórmico	 durante	 180	 min,	 un	 flujo	
constante	de	0.15	l/min	y	un	tiempo	de	exclusión	dinámica	de	20	s.	Se	realizó	un	barrido	
sobre	 el	 rango	 de	 m/z	 de	 300‐1800	 AMU,	 a	 una	 resolución	 de	 70000,	 del	 cual	 se	
seleccionaron	 los	 10	 iones	 con	 intensidad	 más	 alta	 y	 se	 fragmentaron	 mediante	 HCD	
(High‐energy	Collision	Dissociation)	 a	 una	 energía	de	 colisión	normalizada	de	25	eV.	 Los	
espectros	MS/MS	fueron	adquiridos	a	partir	de	una	relación	m/z	de	100	y	una	resolución	
de	17500.	
M.9	Búsqueda	en	bases	de	datos.	
Para	 los	 péptidos	 derivados	 de	 Chlamydia	 se	 usó	 como	 motor	 de	 búsqueda	 el	
software	Mascot	server	2.2	(Matrix	Science	Inc.,	Boston,	MA).	Los	parámetros	de	búsqueda	
fueron	 los	 siguientes:	 para	 el	 LTQ‐Velos,	 0.5	 Da	 de	 tolerancia	 de	 masas	 para	 el	 ion	
precursor	 y	 los	 iones	 de	 fragmentación.	 Para	 el	 LTQ‐Orbitrap	 XL,	 0.01	 y	 0.5	 Da	 de	
tolerancia	de	masas	para	el	ion	precursor	y	los	iones	de	fragmentación,	respectivamente.	
Las	modificaciones	variables	seleccionadas	fueron	oxidación	de	metionina	y	desaminación	
de	asparagina	y	glutamina.	Para	estos	péptidos	bacterianos	 se	utilizó	una	base	de	datos	
pequeña	que	 contuvo	 las	 siguientes	proteínas:	ClpC	 (B0B7K2),	DNAP	 (B0B920)	y	NQRA	
(O84639)	 de	 C.	 trachomatis,	 HLA‐B*27	 (P03989),	 HLA‐B*35	 (P30685)	 y	 HLA‐C*04	
(P30504),	 de	 Homo	 sapiens	 y	 EGFP	 (AAB02576.1).	 Además,	 se	 comprobaron	 estos	
espectros	de	fragmentación	mediante	una	búsqueda	restringida	a	Homo	sapiens	en	la	base	
de	datos	UniProt/Swiss‐Prot	(release	57.6,	07/2009,	con	20331	entradas),	utilizando	 los	
mismos	 parámetros	 descritos	 anteriormente.	 Las	 secuencias	 que	 presentaron	 los	 scores	
más	altos	se	analizaron	manualmente	y	se	validaron	comparando	con	el	espectro	MS/MS	
del	péptido	sintético	respectivo.	
La	 identificación	 de	 las	 secuencias	 provenientes	 de	 HLA‐A*29,	 y	 su	 posterior	
cuantificación,	se	realizó	utilizando	el	software	MaxQuant	(versión	1.4.0.8)	(Cox	y	Mann,	
2008)	 con	 el	 motor	 de	 búsqueda	 Andromeda	 (Cox	 et	 al.,	 2011)	 y	 la	 sección	 de	 Homo	
sapiens	proveniente	de	 la	base	de	datos	UniProt/Swiss‐Prot	(release	2013_05	con	20257	
entradas).	Los	parámetros	de	búsqueda	fueron	los	siguientes:	tolerancia	de	masa	del	ion	
precursor	 y	 tolerancia	 de	 masas	 de	 los	 iones	 de	 fragmentación	 20	 ppm,	 FDR	 (False	
Discovery	 Rate)	 de	 0.01,	 PSM	 (peptide	 spectrum	 match)	 FDR	 de	 0.05	 y	 oxidación	 de	
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metionina	 como	 modificación	 variable.	 Posteriormente	 se	 eliminaron	 los	 péptidos	
provenientes	 de	 contaminantes	 comunes	 en	 este	 tipo	 de	 preparaciones.	 Finalmente,	 la	
intensidad	de	cada	péptido	identificado	(XIC)	fue	normalizada	a	la	suma	de	las	intensidades	
de	los	péptidos	secuenciados	(∑XIC(secuenciados))	en	esa	preparación:	XIC/∑XIC(secuenciados).	
M.10	Búsqueda	de	homología	por	secuencia	y	predicción	del	corte	por	el	proteasoma.	
La	 búsqueda	 de	 homología	 de	 secuencia	 entre	 péptidos	 derivados	 de	 C.	
trachomatis	 y	 secuencias	 derivadas	 de	 proteínas	 humanas	 se	 realizó	 con	 el	 software	
BLASTP	2.2.26+,	 utilizando	 la	 sección	de	Homo	 sapiens	 proveniente	 de	 la	 base	 de	 datos	
UniProt/Swiss‐Prot	(release	07/2012	con	20231	entradas).	
Una	 vez	 identificadas	 las	 secuencias	 homólogas	 provenientes	 del	 proteoma	
humano,	 se	 sometieron	 a	 una	 predicción	 del	 corte	 producido	 tanto	 por	 el	 proteasoma	
constitutivo,	como	por	el	inmunoproteasoma.	La	predicción	se	realizó	en	el	servidor	PCPS	
(Proteasome	 Cleavage	 Prediction	 Server)	 disponible	 en:	
http://imed.med.ucm.es/Tools/pcps/index.html	(Diez‐Rivero	et	al.,	2010b).	
M.11	Predicción	del	transporte	de	ligandos	por	TAP.	
Los	 péptidos	 provenientes	 de	 la	 caracterización	 del	 peptidoma	 constitutivo	 de	
HLA‐A*29	se	sometieron	a	un	análisis	de	predicción	del	transporte	por	TAP	utilizando	el	
servidor	 TAPREG	 disponible	 en:	 http://imed.med.ucm.es/Tools/TAPREG/index.html	
(Diez‐Rivero	et	al.,	2010a).	
M.12	Predicción	de	la	afinidad	a	HLA‐A*29:02.	
	 La	 afinidad	 teórica	 de	 los	 ligandos	 de	 A*29:02	 se	 calculó	 utilizando	 el	 servidor	
NetMHCcons	 1.1	 disponible	 en:	 http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCcons/	
(Karosiene	 et	 al.,	 2012).	 Este	 servidor	 utiliza	 tres	 métodos	 distintos	 para	 estimar	 de	
manera	más	precisa	la	afinidad	teórica	por	el	MHC	para	péptidos	entre	8‐15	residuos.	Las	
diferencias	estadísticas	se	calcularon	utilizando	el	test	de	Mann‐Whitney.		
M.13	Análisis	de	hidropatía.	
	 Se	llevó	a	cabo	para	los	ligandos	de	A*29:02	utilizando	el	score	de	GRAVY	(grand	
average	of	hydropathicity),	el	cual	emplea	el	índice	de	hidropatía	implementado	por	Kyte	y	
Doolittle	(Kyte	y	Doolittle,	1982).	Un	score	alto	de	GRAVY	 indica	una	alta	hidrofobicidad	
del	péptido	analizado.	Las	diferencias	estadísticas	se	calcularon	utilizando	el	test	de	Mann‐
Whitney.		
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M.14	Simulación	dinámica.		
M.14.1	Modelización	por	homología.	
		 Los	modelos	 tridimensionales	 entre	B*27:05/2m	y	DNAP(211‐221),	DNAP(211‐
223)	o	B27(309‐320)	se	construyeron	mediante	modelización	por	homología.	Se	alinearon	
un	 total	 de	 23	 estructuras	 de	 los	 complejos	 HLA‐B*27/péptido,	 obtenidas	 por	
cristalografía	de	rayos	X,	utilizando	el	software	MAFFT	(Katoh	et	al.,	2002).	Debido	a	que	
todos	 los	 complejos	 contenían	 nonámeros,	 los	 alineamientos	 de	 estos	 péptidos	 con	 los	
más	 largos	 se	 realizaron	 incluyendo	 espacios	 en	 las	 posiciones	 internas.	 Las	 cuatro	
posiciones	N‐terminales	y	las	dos	C‐terminales	fueron	restringidas	en	su	unión,	en	cambio	
en	 las	 otras	 posiciones	 se	 les	 permitió	 cierta	 flexibilidad.	 El	 complejo	 B*27:05	 con	 el	
péptido	 pVIPR(400‐408),	 en	 su	 conformación	 canónica	 (PDB:	 1OGT)	 (Hülsmeyer	 et	 al.,	
2004),	se	seleccionó	como	modelo	debido	a	su	alta	resolución	(1.47	Å)	y	se	utilizó	para	la	
modelización	por	homología	con	el	software	MODELLER.	
M.14.2	Preparación	de	los	sistemas	y	simulaciones	de	dinámica	molecular.	
	 Para	cada	complejo	HLA‐B*27/péptido,	la	preparación	del	sistema	consistió	en:	1)	
añadir	los	átomos	pesados	y	de	hidrógeno	(Dolinsky	et	al.,	2007)	para	asignar	los	tipos	de	
átomos	 y	 cargas	 de	 acuerdo	 al	 campo	 de	 fuerza	 AMBER	 ff10	 (Hornak	 et	 al.,	 2006)	 y	
determinar	 el	 estado	 de	 protonación	 de	 los	 residuos	 ionizables	 a	 pH	 7,	 2)	 emplear	 el	
módulo	tleap	del	paquete	AmberTools	(Case	et	al.,	2005)	para	sumergir	cada	sistema	en	
una	caja	TIP3P	de	10	Å	(Jorgensen	et	al.,	1983)	de	moléculas	de	agua	y	contraiones	Na+,	3)	
minimización	 de	 energía	 de	 iones	 y	moléculas	 de	 agua	 usando	 el	método	 del	 gradiente	
conjugado	 de	 3000	 pasos	 mientras	 las	 coordenadas	 en	 los	 complejos	 se	 mantuvieron	
constantes,	 seguido	 por	 un	 equilibrio	 a	 298K	 durante	 10	 ps,	 manteniendo	 las	
restricciones,	4)	disminuir	 las	restricciones	progresivamente,	minimizando	 la	energía	de	
todo	el	complejo,	incluidas	las	moléculas	de	agua	y	los	iones.	
Las	 simulaciones	 de	 dinámica	 molecular	 (MD)	 se	 realizaron	 a	 partir	 de	 las	
estructuras	 con	 su	 energía	 minimizada.	 Los	 cálculos	 se	 realizaron	 usando	 el	 software	
NAMD	2.8	(Phillips	et	al.,	2005)	a	una	temperatura	constante	de	298K	y	presión	de	1	atm.	
Se	calcularon	las	fuerzas	en	rangos	cortos	y	largos,	cada	uno	o	dos	pasos	de	tiempos	(cada	
paso:	2	fs),	restringiendo	los	enlaces	covalentes	que	involucran	átomos	de	hidrógeno	a	sus	
valores	de	equilibrio.	Las	interacciones	electrostáticas	de	rango	largo	se	evaluaron	usando	
una	malla	de	partículas	por	la	aproximación	de	Ewald	(Darden	et	al.,	1993).	El	sistema	se	
calentó	 hasta	 298K	 y	 se	 equilibró	 a	 esta	 temperatura	 durante	 200	 ps.	 El	 equilibrado	 se	
llevó	a	 cabo	bajo	 condiciones	 restrictivas	 armónicas	de	 todos	 los	 átomos	pesados.	Estas	
restricciones	fueron	reducidas	gradualmente	hasta	que	fueron	prácticamente	eliminadas.	
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Las	 estructuras	 equilibradas	 fueron	 posteriormente	 simuladas	 durante	 50	 ps	
adicionales	con	restricciones	mínimas.	Estos	 fueron	 los	puntos	de	partida	para	 los	30	ns	
de	 producción	 de	MD,	 periodo	 durante	 el	 cual	 el	 sistema	 de	 coordenadas	 fue	 colectado	
cada	2	ps	para	los	análisis	posteriores.	
M.14.3	Análisis	de	las	trayectorias	de	MD.	
	 La	 estabilidad	 de	 cada	 complejo	 durante	 la	 trayectoria,	 se	 evaluó	 calculando	 el	
RMSD	 (root	mean	 square	 deviation)	 de	 los	 C,	 usando	 como	 referencia	 las	 estructuras	
iniciales.	Adicionalmente,	el	RMSF	(root	mean	square	fluctuation)	de	cada	residuo,	relativo	
al	 correspondiente	 valor	medio,	 fue	 calculado	para	 cada	punto	 (snapshot),	 referido	 a	 su	
estructura	inicial.	Los	análisis	posteriores	se	llevaron	a	cabo	agrupando	(clustering)	cada	
espacio	conformacional	durante	el	tiempo	de	producción	de	la	trayectoria	(últimos	10	ns),	
usando	el	módulo	ptraj	del	paquete	AmberTools,	las	snapshots	descritas	anteriormente	y	
un	 algoritmo	 de	 ligamiento	 promedio	 basado	 en	 los	 átomos	 de	 carbono	 del	 esqueleto	
peptídico.	 Los	 cálculos	 electrostáticos	 de	 Poisson‐Boltzmann	 para	 las	 estructuras	
representativas	 de	 cada	 cluster	 se	 realizaron	 utilizando	 el	 software	 APBS	 (Adaptive	
Poisson‐Boltzmann	 Solver)	 (Baker	 et	 al.,	 2001;	 Dolinsky	 et	 al.,	 2004).	 Las	 constantes	
dieléctricas	 fueron	 4	 y	 80	 para	 las	 proteínas	 y	 el	 solvente,	 respectivamente.	 Otros	
parámetros	 se	 dejaron	 por	 defecto.	 La	 energía	 libre	 de	 unión	 entre	 cada	 péptido	 y	 la	
molécula	de	B*27:05	se	calculó	utilizando	la	aproximación	MM‐ISMSA	(Klett	et	al.,	2012).	
Además	se	 calculó	 la	descomposición	de	 la	energía	 libre	de	unión	siguiendo	el	 esquema	
desarrollado	 en	MM‐ISMSA	para	determinar	 los	 residuos	 responsables	de	 la	 interacción	
con	 B*27:05.	 La	 energía	 libre	 de	 unión	 media,	 y	 su	 desviación	 estándar,	 sigue	 una	
distribución	 normal	 y	 se	 calculó	 para	 cada	 trayectoria	 usando	 el	 software	 R	 (R	
Development	Core	Team,	2012).	Los	contactos	entre	residuos	se	analizaron	siguiendo	 la	
metodología	MM‐ISMSA.	
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RESULTADOS	I.	
R.1	ClpC	
R.1.1	Expresión	de	las	proteínas	de	fusión	de	ClpC	en	células	C1R‐B*27:05.	
ClpC	 es	 una	 chaperona	 dependiente	 de	 ATP	 que	 participa	 en	 la	 degradación	 de	
proteínas	 bacterianas.	 Este	 proceso	 es	 realizado	 por	 una	 proteasa	 denominada	 ClpCP	
(Dougan	et	al.,	2002;	Wang	et	al.,	2011),	que	consta	de	854	aa	y	posee	dos	dominios	de	
unión	 a	 nucleótidos	 AAA+,	 encargados	 de	 unir	 ATP.	 La	 búsqueda	 de	 ligandos	 de	 esta	
proteína,	 procesados	 endógenamente	 y	 presentados	 por	 HLA‐B*27,	 estuvo	 motivada	
porque	un	epítopo,	ClpC(7‐15),	 fue	reconocido	 in	vitro,	como	péptido	sintético,	por	CTLs	
de	pacientes	HLA‐B*27+	infectados	con	C.	trachomatis	que	desarrollaron	ReA	(Kuon	et	al.,	
2001).	
En	un	primer	 intento,	 solo	 se	 consiguió	 la	expresión	 transitoria	de	esta	proteína	 y	
fue	 imposible	 generar	 una	 línea	 celular	 estable	 para	 proceder	 con	 los	 estudios	
peptidómicos.	Con	el	fin	de	eliminar	cualquier	tipo	de	interferencia	funcional	entre	ClpC	y	
la	maquinaria	 celular,	 diseñamos	 dos	 construcciones	 en	 las	 cuales	 se	 eliminó	 parcial,	 o	
totalmente,	el	dominio	AAA+	C‐terminal	(Figura	R1A).	
Cada	 una	 de	 las	 construcciones	 se	 expresó	 de	 manera	 estable	 en	 células	 C1R‐
B*27:05	(Figura	R1B)	y	se	determinó	mediante	Western	blot	que	el	tamaño	de	la	proteína	
de	fusión	fuese	el	correcto	para	cada	una	de	ellas	(Figura	R1C).	En	base	a	los	niveles	de	
expresión	de	 la	proteína	de	 fusión,	 se	decidió	 continuar	 los	 análisis	 con	el	 transfectante	
ClpC(1‐512).		
En	 un	 primer	 intento	 se	 efectuó	 un	 análisis	 comparativo	 de	 los	 repertorios	
peptídicos	 provenientes	 de	 C1R‐B*27:05	 y	 de	 ClpC(1‐512),	 mediante	 MALDI‐TOF.	 Este	
análisis	 se	 basó	 en	 la	 comparación	 sistemática	 de	 las	 distintas	 especies	moleculares	 en	
cada	 fracción	 de	 HPLC,	 y	 que	 presentan	 un	 rt	 similar,	 siguiendo	 la	 estrategia	
esquematizada	 en	 la	Figura	R2.	 A	 pesar	 de	 que	mediante	 este	método	 se	 identificaron	
diversos	 ligandos	 provenientes	 de	 otras	 proteínas	 de	Chlamydia	 (Cragnolini	 y	 López	 de	
Castro,	 2008;	 Cragnolini	 et	 al.,	 2009),	 en	 este	 análisis	 no	 se	 detectaron	 péptidos	
diferenciales	provenientes	de	ClpC.	
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R.1.2	 Un	 péptido	 derivado	 de	 ClpC	 distinto	 del	 epítopo	 predicho	 es	 procesado	
endógenamente	y	presentado	por	HLA‐B*27:05.	
Debido	a	las	insuficiencias	de	la	estrategia	basada	en	MALDI‐TOF,	se	implementaron	
nuevos	métodos	de	búsqueda	utilizando	técnicas	de	MS	de	mayor	sensibilidad.	La	nueva	
estrategia	 consistió	 en	 dos	 etapas	 (Figura	R3).	 Primero,	 secuenciación	masiva	 del	 pool	
peptídico	proveniente	de	C1R‐B*27:05,	y	de	ClpC	(1‐512),	utilizando	un	espectrómetro	de	
masas	LTQ‐Orbitrap.	Segundo,	una	búsqueda	específica,	para	lo	cual	se	determinó	el	rt	de	
los	 ligandos	 candidatos	 utilizando	 péptidos	 sintéticos.	 Las	 fracciones	 individuales,	 o	 un	
minipool	de	las	fracciones	correspondientes	al	rt	del	péptido	sintético	(rt	±	3	min)	de	los	
respectivos	peptidomas	fraccionados	por	HPLC,	se	analizaron	buscando	iones	específicos	
en	 distintos	 estados	 de	 carga	 en	 un	 espectrómetro	 LTQ‐Velos.	 Los	 espectros	 MS/MS	
provenientes	del	LTQ‐Velos,	o	LTQ‐Orbitrap,	se	interpretaron	automáticamente	utilizando	
como	motor	de	búsqueda	el	software	Mascot.		
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Cada	 secuencia	 candidata	 fue	 revisada	manualmente	y	 asistida	por	 la	herramienta	
MS‐Product.	La	confirmación	final	se	realizó	comparando	el	espectro	MS/MS	del	péptido	
asignado	con	el	espectro	MS/MS	del	respectivo	péptido	sintético.  
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Esta	 nueva	 estrategia	 permitió	 detectar	 un	 péptido	 derivado	 de	 ClpC,	 SRLDPVIGR,	
correspondiente	 a	 los	 residuos	 203‐211	 (Figura	R4A).	 ClpC(203‐211)	 posee	 el	 motivo	
canónico	 de	 unión	 a	 HLA‐B*27,	 R	 en	 posición	 2.	 La	 confirmación	 final	 del	 origen	
bacteriano	de	este	péptido	provino	de	las	búsquedas	del	espectro	MS/MS	y	de	la	secuencia	
contra	el	proteoma	humano,	las	cuales	no	dieron	resultados	positivos.	
Para	 determinar	 si	 este	 péptido	 fue	 pasado	 por	 alto	 en	 el	 análisis	 realizado	 por	
MALDI‐TOF,	o	si	co‐eluyó	con	un	péptido	endógeno	proveniente	de	B*27:05,	se	determinó	
el	 rt	 del	 péptido	 sintético	 en	 las	 mismas	 condiciones	 experimentales	 utilizadas	 para	 la	
fragmentación	 del	 peptidoma.	 Las	 fracciones	 correspondientes	 al	 rt	 ±	 3	 min	 se	
fragmentaron	 utilizando	 un	 espectrómetro	 LTQ‐Velos.	 Los	 iones	 parentales	 con	 una	
relación	 m/z	 de	 506.80	 y	 338.30,	 compatibles	 con	 los	 iones	 [M+2H]+2	 y	 [M+3H]+3	 de	
ClpC(203‐211)	 fueron	 detectados	 en	 la	 fracción	 142.	 El	 espectro	 MS/MS	 de	 la	 forma	
[M+2H]+2	 obtenido	 en	 el	 LTQ‐Velos	 es	 prácticamente	 idéntico	 al	 obtenido	 utilizando	 el	
LTQ‐Orbitrap	 y	 al	 del	 péptido	 sintético	 (Figura	R4A).	 La	 asignación	 de	 la	 secuencia	 se	
confirmó	mediante	 la	 identidad	del	espectro	MS/MS	del	 ion	con	m/z	338.20	al	obtenido	
del	 péptido	 sintético	 en	 su	 forma	 [M+3H]+3	 (Figura	 R4B).	 Un	 análisis	 comparativo	
posterior	 realizado	 sobre	 la	 fracción	 142,	 y	 las	 adyacentes,	 de	 ClpC(1‐512)	 y	 de	 C1R‐
B*27:05,	 confirmó	 la	 presencia	 de	 un	 péptido	 derivado	 de	 B*27:05,	 con	 una	 m/z	 de	
1012.53,	 prácticamente	 idéntico	 al	 [M+H]+	de	ClpC(203‐211)	 y	que	 co‐eluía	 con	 este	 en	
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nuestras	condiciones	experimentales.	Este	hecho	explica	el	fallo	en	detectar	el	péptido	de	
Chlamydia	en	el	análisis	comparativo	por	MALDI‐TOF.	
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ClpC(203‐211)	 no	 había	 sido	 detectado	 como	 posible	 epítopo	 de	 HLA‐B*27	 en	
estudios	 previos	 en	 que	 se	 escaneó	 el	 proteoma	 de	C.	 trachomatis	 para	 la	 búsqueda	 de	
epítopos	reconocidos	 in	vitro	por	células	T	CD8+	de	pacientes	(Kuon	et	al.,	1997;	Kuon	y	
Sieper,	2003b).	Sin	embargo,	dichos	estudios	habían	predicho	la	existencia	de	otro	epítopo	
de	esta	proteína:	ClpC(7‐15),	NRAKQVIKL.	
Puesto	que	este	péptido	no	 fue	detectado	en	nuestro	estudio,	se	procedió	a	buscar	
específicamente	este	ligando	y	una	variante	C‐terminal	del	mismo,	NRAKQVIKLAK,	con	el	
motivo	 de	 anclaje	 a	 B*27:05.	 Para	 ello,	 ambos	 péptidos	 fueron	 sintetizados	 y	
determinados	sus	rt.	Las	fracciones	correspondientes	al	rt	±	3	min	fueron	utilizadas	para	
la	 búsqueda	 específica	 en	 los	 ratios	 m/z	 correspondientes	 a	 [M+2H]+2	 y	 [M+3H]+3	 de	
ambos	 péptidos.	 Estos	 análisis	 no	 mostraron	 ningún	 patrón	 MS/MS,	 atribuible	 a	 la	
presencia	de	ClpC(7‐15)	o	ClpC(7‐17).	
		
R.2	NQRA	
R.2.1	Un	 péptido	 derivado	 de	NQRA,	 reconocido	 por	 CTLs	 de	 pacientes	 con	 ReA,	 es	
procesado	endógenamente	y	presentado	por	HLA‐B*27:05.	
En	un	estudio	previo	de	nuestro	laboratorio,	basado	en	la	comparación	sistemática	
por	 MALDI‐TOF,	 se	 detectó	 un	 ligando	 proveniente	 de	 la	 proteína	 bacteriana	 NQRA	
(Na(+)‐translocating	 NADH‐quinone	 reductase	 subunit	 A)	 (Cragnolini	 et	 al.,	 2009),	 no	
predicho	por	estudios	 in	vitro.	 Sin	embargo,	no	 se	encontró	un	epítopo	de	esta	proteína	
que	 era	 reconocido,	 como	 péptido	 sintético,	 por	 células	 T	 CD8+	 de	 pacientes	 (Kuon	 y	
Sieper,	 2003b).	 Por	 ello	 decidimos	 utilizar	 la	 estrategia	 experimental	 de	 mayor	
sensibilidad	 utilizada	 en	 ClpC	 para	 reanalizar	 la	 posible	 generación	 endógena	 de	 este	
epítopo.	
La	 generación	 y	 caracterización	 de	 C1R‐B*27:05	 transfectada	 con	 la	 proteína	 de	
fusión	NQRA(1‐465)	ha	sido	descrita	previamente	(Cragnolini	et	al.,	2009).	La	búsqueda	se	
centró	directamente	en	 la	 identificación	dirigida	del	péptido	NQRA(330‐338),	y	no	en	 la	
secuenciación	masiva	de	los	ligandos	provenientes	de	esta	línea.	Para	ello	se	determinó	el	
rt	 del	 péptido	 sintético	 y	 se	 utilizaron	 las	 fracciones	 correspondientes	 al	 rt	 ±	 3	min	 del	
peptidoma	de	NQRA(1‐465)	previamente	fraccionado	por	HPLC.	La	búsqueda	se	realizó	en	
modo	dual,	utilizando	un	LTQ‐Velos,	tal	como	se	describe	en	Materiales	y	Métodos.	
Uno	de	los	iones	de	intensidad	más	alta	encontrados	durante	el	análisis	de	full	MS,	
correspondió	a	una	relación	m/z	de	558.33,	que	es	compatible	con	la	especie	[M+2H]+2	de	
la	 forma	 oxidada	 de	 MRDHTITLL	 (Figura	 R5A).	 La	 confirmación	 de	 la	 secuencia	 y	
asignación	del	espectro	MS/MS,	se	realizó	por	comparación	con	el	espectro	MS/MS	de	la	
forma	oxidada	del	péptido	sintético	respectivo	(Figura	R5B).		
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Este	 resultado	 confirma	 el	 procesamiento	 endógeno	 y	 presentación	 del	 epítopo	
NQRA(330‐338)	por	HLA‐B*27:05.	Este	es	el	segundo	epítopo	de	células	T,	restringido	por	
HLA‐B*27:05	 y	 relevante	 en	 pacientes	 con	 ReA	 inducida	 por	 C.	 trachomatis,	 cuya	
generación	ha	sido	demostrada	en	células	vivas.	
	
R.3	Los	péptidos	derivados	de	ClpC	y	NQRA	presentan	alta	homología	de	secuencia	con	
péptidos	humanos.	
Con	 el	 objetivo	 de	 identificar	 secuencias	 humanas	 homólogas	 a	 los	 epítopos	
bacterianos	ClpC(203‐211)	y	NQRA(330‐338)	 se	 realizó	una	búsqueda	por	alineamiento	
de	sus	secuencias	con	el	proteoma	humano.	Esta	búsqueda	se	llevó	a	cabo	utilizando	tres	
condiciones:	1)	la	identidad	de	residuos	debe	ser	>50%,	2)	las	secuencias	deben	contener	
el	motivo	de	unión	canónico	de	HLA‐B*27,	R	en	posición	2,	y	3)	los	residuos	presentes	en	
las	posiciones	de	anclaje	secundarias	P1,	P3	y	PC	deben	aparecer	en	el	peptidoma	de	HLA‐
B*27	con	una	frecuencia	>1%.	Una	vez	localizadas	las	secuencias	apropiadas,	se	realizó	un	
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análisis	 de	 predicción	 de	 corte	 por	 el	 proteasoma	 e	 inmunoproteasoma.	 Ambos	 análisis	
mostraron	que	 existen	múltiples	 secuencias	humanas	 con	 alta	homología	 a	 los	péptidos	
bacterianos	 y	 que	 además	 poseen	 un	 score	 de	 predicción	 de	 corte	 proteasómico	 alto	
(>0.5),	 lo	 cual	 las	 hace	 compatibles	 con	 la	 generación	 del	 extremo	 C‐terminal	 por	 el	
proteasoma	y/o	inmunoproteasoma	(Tabla	R1).	
	
Secuencias	homólogas	al	ligando	ClpC(203‐211):	SRLDPVIGR	
Número	de	Acceso	 Proteína	 Secuenciaa	 Identidad	(%)	 PCSb	 ICSb	
Q6V0I7	 Protocadherin	Fat	4	 FRLDPVSGR 77	 0.42	 0.34	
Q8TDY2	 RB1‐inducible	coiled‐coil	protein	1	 SRLDPRIIR 77	 0.07	 0.50	
Q15493	 Regucalcin	 IRLDPVTGK 66	 0.51	 0.54	
Q9UER7	 Death	domain‐associated	protein	6	 SRLDEVISK 66	 0.36	 0.52	
Q5VU43	 Myomegalin	 SRLEEVLGR 66	 0.65	 0.50	
Q14406	
Chorionic	
somatomammotropin	
hormone‐like	1	
SRLEPVRFL 55	 0.77	 0.68	
Q8N3J3	 Uncharacterized	protein	C17orf53	 GRLRPVSSR 55	 0.07	 0.50	
Q92935	 Exostosin‐like	1	 LRLDPVLFK 55	 0.17	 0.52	
Q16394	 Exostosin‐1	 MRLDPVLFK 55	 0.17	 0.52	
Q13753	 Laminin	subunit	gamma‐2	 QRLDPVYFV 55	 0.55	 0.58	
Q96BZ8	 Leukocyte	receptor	cluster	member	1	 SRLDPLREM 55	 0.55	 0.60	
Q86UR5	
Regulating	synaptic	
membrane	exocytosis	
protein	1	
SRLDPSSAV 55	 0.53	 0.58	
Q6ZT12	 E3	ubiquitin‐protein	ligase	UBR3	 SRLDPDYFI 55	 0.61	 0.55	
Secuencias	homólogas	al	ligando	NQRA(330‐338):	MRDHTITLL	
Número	de	Acceso	 Proteína	 Secuenciaa	 Identidad	(%)	 PCSb	 ICSb	
P48651	 Phosphatidylserine	synthase	1	 YRPHTITLL
c 77	 0.67	 0.64	
P18510	 Interleukin‐1	receptor	antagonist	protein	 LRSHLITLL 66	 0.53	 0.56	
Q9Y2E8	 Sodium/hydrogen	exchanger	8	 FRDHKITPK 55	 0.23	 0.53	
Q2VPK5	 Cytoplasmic	tRNA	2‐thiolation	protein	2	 MRDHTLKEV 55	 0.55	 0.58	
Q6NSI8	 Uncharacterized	protein	KIAA1841	 VRDHMVTLR 55	 0.50	 0.51	
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R.4	DNA	Primasa	
R.4.1	Un	 nuevo	 péptido	 derivado	 de	DNAP	 es	 endógenamente	 presentado	 por	HLA‐	
B*27:05.	
La	utilización	de	 la	nueva	estrategia	 experimental	 resultó	en	 la	 confirmación	del	
procesamiento	y	presentación	de	dos	nuevos	epítopos	derivados	de	C.	trachomatis.	Es	por	
ello	que	se	realizó	un	nuevo	análisis	de	 la	 línea	celular	DNAP(90‐450),	 la	cual	se	obtuvo	
previamente	por	transfección	de	la	DNA	primasa	de	C.	trachomatis	en	la	línea	celular	C1R‐
B*27:05,	con	el	objetivo	de	encontrar	algún	péptido	derivado	de	esta	proteína	bacteriana,	
que	se	hubiere	omitido	en	el	análisis	previo	(Cragnolini	y	López	de	Castro,	2008),	o	que	no	
fuese	detectado	debido	a	la	sensibilidad	de	los	espectrómetros	utilizados	en	ese	momento.	
El	 análisis	 se	 realizó	 en	 el	 peptidoma	 derivado	 de	 la	 línea	 celular	 DNAP(90‐450),	
utilizando	 la	 estrategia	 de	 secuenciación	 masiva	 en	 el	 espectrómetro	 LTQ‐Orbitrap.	 En	
este	análisis	se	encontró	un	ion	con	una	relación	m/z	de	508.62,	compatible	con	la	especie	
[M+3H]+3	de	la	secuencia	RRFKEGGRGGKYI,	DNAP(211‐223)	(Figura	R6A).	
Este	péptido	es	dos	residuos	más	largo	que	otro	identificado	previamente	para	esta	
proteína,	DNAP(211‐221)	(Cragnolini	y	López	de	Castro,	2008).	Para	su	confirmación	se	
procedió	a	buscar	de	manera	dirigida	el	péptido	dentro	del	peptidoma	fraccionado	de	esta	
línea	 celular.	 Para	 ello	 se	 monitorizaron	 los	 iones	 [M+H]+,	 [M+2H]+2	 y	 [M+3H]+3,	
provenientes	 de	 la	 secuencia	 DNAP(211‐223),	 dentro	 de	 un	 minipool	 de	 fracciones	
correspondientes	 al	 rt	 ±	 3	min.	 Este	 análisis	mostró	 la	 presencia	 de	 dos	 iones	 con	 una	
relación	 m/z	 de	 508.62	 y	 762.43,	 los	 cuales	 corresponden	 a	 las	 especies	 [M+3H]+3	 y	
[M+2H]+2,	respectivamente	(Figura	R6A	y	R6B).		
La	identidad	de	esta	secuencia	se	confirmó	por	comparación	de	los	espectros	MS/MS	
con	los	obtenidos	del	péptido	sintético	en	las	relaciones	m/z	determinados	anteriormente	
(Figura	R6A	y	R6B).	Este	es	el	segundo	ligando	de	la	DNA	primasa	de	C.	trachomatis	que	
presenta	 una	 alta	 homología	 de	 secuencia	 con	 un	 ligando	 natural	 de	 HLA‐B*27,	
RRKSSGGKGGSY,	B27(309‐320),	 procedente	del	 procesamiento	 endógeno	de	 la	HC	de	 la	
propia	molécula	(Ramos	et	al.,	2002).	
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R.5	Conformación	de	los	ligandos	de	DNAP	unidos	a	HLA‐B*27:	Estudios	de	simulación	
dinámica.	
R.5.1	 Los	 péptidos	 derivados	 de	DNAP	muestran	 homología	 conformacional	 con	 un	
péptido	endógeno	derivado	de	HLA‐B*27.		
Para	explorar	 la	posibilidad	de	mimetismo	molecular	entre	 los	péptidos	derivados	
de	 la	DNA	primasa,	DNAP(211‐221)	y	DNAP(211‐223),	 y	el	péptido	endógeno	B27(309‐
320)	se	realizó	una	comparación	a	nivel	estructural	de	estos	ligandos	unidos	a	HLA‐B*27.	
Esta	 comparación	 fue	 realizada	 utilizando	 técnicas	 de	 dinámica	molecular,	 para	 lo	 cual	
fueron	 creados	 los	 complejos	 péptido/B*27:05/2m	 mediante	 modelización	 por	
homología.	Se	utilizó	como	estructura	control	la	del	péptido	pVIPR(400‐408),	en	su	forma	
canónica,	 en	 complejo	 con	 B*27:05	 y	 2m	 (pVIPR‐A).	 Las	 simulaciones	 de	 dinámica	
molecular	se	llevaron	a	cabo	durante	30	ns	y	posteriormente	se	analizó	la	estabilidad	de	
las	trayectorias	obtenidas.	
La	simulación	dinámica	mostró	que	el	RMSD	medio	de	los	C	y	el	RMSF	medio	de	los	
residuos	de	B*27:05	y	2m	fueron	similares	en	los	tres	complejos	analizados	(Figura	R7A	
y	R7B).	 Sin	 embargo,	 los	 valores	 de	RMSD	y	RMSF	medios	 para	 los	 diferentes	 péptidos	
fueron	 más	 variables,	 encontrándose	 entre	 0.58‐2.25	 Å	 y	 2.0‐2.4	 Å,	 respectivamente,	
dependiendo	del	complejo	analizado	(Figura	R8A	y	R8B).	Los	valores	más	altos	de	RMSF	
(>3.0	Å)	se	encontraron	en	residuos	específicos,	como	R8	en	DNAP(211‐221),	en	G6,	G7	y	
K8	 en	 B27(309‐320)	 (Figura	 R8B).	 La	 baja	 fluctuación	 de	 RMSD	 en	 DNAP(211‐223)	
después	 de	 los	 primeros	 5‐10	 ns	 de	 simulación,	 además	 de	 valores	 bajos	 de	 RMSF,	
relativos	 a	 DNAP(211‐221)	 y	 B27(309‐320),	 sugiere	 que	 DNAP(211‐223)	 posee	 una	
estructura	menos	flexible	que	cualquiera	de	los	otros	péptidos	analizados	(Figura	R8A).	
	
R.5.2	Los	péptidos	derivados	de	DNAP	presentan	distinta	flexibilidad	y	conformación.	
En	una	simulación	dinámica,	se	asume	que	las	estructuras	llegan	a	una	conformación	
estable	durante	el	último	tiempo	de	simulación.	Por	lo	cual,	se	escogieron	los	últimos	10	
ns	de	cada	simulación	y	se	obtuvo	una	muestra	de	5000	estructuras	que	fueron	agrupadas	
en	5	clusters	en	base	a	la	similitud	del	RMSD	en	el	esqueleto	peptídico.	De	este	clustering,	
se	 encontraron	 dos	 estructuras	 predominantes	 para	 DNAP(211‐221),	 una	 para	
DNAP(211‐223),	 tres	para	B27(309‐320)	y	una	para	el	 cristal	pVIPR(400‐408)	utilizado	
como	control.	
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Este	resultado	indica	que	existen	complejos	con	mayor	o	menor	flexibilidad,	debido	
a	que	presentan	un	mayor	o	menor	número	de	estructuras	representantes	(Tabla	R2).	El	
hecho	de	que	los	tres	péptidos	estudiados	presenten	diferente	flexibilidad,	fue	confirmado	
analizando	 la	 variabilidad	 RMSD	 intra‐cluster	 para	 cada	 uno	 de	 los	 péptidos.	 Esta	
variabilidad	 se	 calculó	 como	 la	 distancia	 media	 al	 centroide,	 es	 decir,	 la	 distancia	
promedio	 de	 todos	 los	 miembros	 del	 cluster	 al	 centro	 geométrico,	 lo	 cual	 muestra	 la	
dispersión	 de	 los	 datos	 dentro	 de	 un	 mismo	 cluster.	 Se	 encontraron	 fluctuaciones	
pequeñas	 (0.43),	 intermedias	 (0.54)	 y	 grandes	 (0.7)	 para	 los	 clusters	 mayoritarios	 de	
DNAP(211‐223),	 DNAP(211‐221)	 y	 B27(309‐320),	 respectivamente.	 Estos	 resultados	
indican	 que	 el	 péptido	 B27(309‐320)	 en	 complejo	 con	 B*27:05	 es	 muy	 flexible,	
DNAP(211‐221)	es	menos	flexible	y	DNAP(211‐223)	es	más	rígido	que	cualquiera	de	los	
anteriores	(Tabla	R2).	El	sitio	de	unión	al	péptido	en	B*27:05,	se	mantuvo	prácticamente	
constante	en	todas	las	estructuras.		
	
Cluster	 DNAP(211–221)	 DNAP(211–223)	 B27(309–320)	 pVIPR‐A	NEa	 DCb	 NEa	 DCb	 NEa	 DCb	 NEa	 DCb	
1	 734	(14.7%)	 0.51	 4987	(99.7%)	 0.43	 2473	(49.5%)	 0.7	 4984	(99.7%)	 0.35	
2	 4193	(83.9%)	 0.54	 1	(0.0%)	 0	 559	(11.2%)	 0.75	 2	(0.0)	 0.26	
3	 30	(0.6%)	 0.43	 1	(0.0%)	 0	 190	(3.8%)	 0.67	 3	(0.1%)	 0.3	
4	 41	(0.8%)	 0.4	 3	(0.1%)	 0.29	 1777	(35.5%)	 0.7	 8	(0.2%)	 0.3	
5	 2	(0.0%)	 0.4	 8	(0.2%)	 0.31	 1	(0.0%)	 0	 3	(0.1%)	 0.19	
	
Posteriormente,	 se	 tomaron	un	 total	de	100	estructuras,	 obtenidas	 a	 intervalos	de	
100	 ps	 durante	 los	 últimos	 10	 ns	 de	 simulación,	 con	 el	 fin	 de	 obtener	 una	 estructura	
tridimensional	 homogénea	 para	 cada	 una	 de	 las	 trayectorias	 (Figura	R8C).	 De	 ellas	 se	
obtuvieron	 estructuras	 representantes	 (reps)	 para	 cada	 uno	 de	 los	 clusters	 principales	
(Tabla	 R2),	 con	 el	 fin	 de	 mostrar	 a	 un	 nivel	 estructural	 las	 diferencias	 y	 similitudes	
encontradas	en	los	distintos	péptidos	analizados.	
Para	B27(309‐320),	se	encontró	que	dos	representantes,	rep1	y	rep2,	muestran	una	
conformación	similar	y	solo	pequeñas	diferencias	en	su	superficie	molecular.	Sin	embargo,	
rep4	mostró	diferencias	notables	con	las	dos	estructuras	anteriores.	Para	DNAP(211‐221),	
las	 dos	 conformaciones	 mayoritarias	 fueron	 muy	 similares	 entre	 si	 y	 a	 su	 vez	 muy	
distintas	a	las	encontradas	en	B27(309‐320).		
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Por	 último,	 DNAP(211‐223)	 mostró	 una	 similitud	 significativa	 con	 B27(309‐320),	
adquiriendo	 una	 estructura	 tridimensional	 que	 se	 asemeja	 a	 una	 estructura	 intermedia	
entre	 las	reps	2	y	4	de	este	péptido	(Figura	R8D).	DNAP(211‐223)	 también	mostró	una	
distribución	 de	 carga	 superficial	 intermedia	 a	 la	 que	 corresponde	 a	 las	 dos	 reps	 de	
B27(309‐320)	mencionadas	anteriormente	(Figura	R8E).		
Utilizando	el	método	de	MM‐ISMSA	se	calculó	la	energía	libre	de	unión	de	cada	uno	
de	los	péptidos	con	B*27:05,	y	se	determinó	la	contribución	de	cada	uno	de	los	residuos	al	
total	 de	 la	 energía	 libre	 de	 unión.	 El	 residuo	 2	 mostró	 la	 contribución	 más	 alta	 en	 la	
interacción	 con	 B*27,	 ~25	 kcal/mol.	 Los	 residuos	 N‐	 y	 C‐terminales	 contribuyeron	 con	
~20	 kcal/mol	 del	 total	 de	 la	 energía	 libre	 de	 unión.	 Los	 residuos	 centrales	 mostraron	
variaciones	y	solo	pequeñas	contribuciones	de	energía	(Figura	R7C).	Estos	resultados	son	
concordantes	con	lo	que	se	conoce	experimentalmente	de	las	interacciones	de	MHC‐I	y	sus	
ligandos.	
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RESULTADOS	II.	
R.6	El	peptidoma	de	HLA‐A*29:02	y	el	efecto	de	ERAP1	en	su	configuración.	
Este	 trabajo	 se	 llevó	 a	 cabo	 porque	 la	 BSCR	 presenta	 la	 asociación	 más	 fuerte	
conocida	entre	un	antígeno	MHC‐I	y	una	enfermedad.	Además,	ERAP1	participa	en	una	de	
las	últimas	etapas	del	procesamiento	peptídico	y	está	en	epistasis	con	distintos	alelos	de	
MHC‐I	 ligados	 a	 enfermedad.	 Sin	 embargo,	 el	 peptidoma	 de	 HLA‐A*29:02	 no	 ha	 sido	
caracterizado	extensamente	ni	se	ha	determinado	el	papel	de	ERAP1	en	su	generación.	
	
R.6.1	Caracterización	del	peptidoma	de	HLA‐A*29:02.	
El	 peptidoma	 de	 HLA‐A*29:02	 se	 caracterizó	 mediante	 la	 identificación	 de	 los	
ligandos	naturales	provenientes	de	tres	líneas	celulares	linfoblastoides	homocigotas	para	
A*29:02,	con	distinto	fondo	genético	de	ERAP1	y	que	no	expresaban	ERAP2.	Se	obtuvieron	
un	 total	 de	 5584	 secuencias	 únicas	 (ver	 Tabla	 Suplementaria	 en	 el	 anexo	 digital	 que	
acompaña	 esta	 tesis),	 cuya	 longitud	 (8‐14	 residuos)	 y	 MW	 (700‐1800	 Da)	 mostró	 una	
distribución	similar	a	la	encontrada	en	otras	moléculas	de	MHC‐I	(Figura	R9A	y	R9B).	El	
principal	motivo	de	anclaje	fue	Y	en	la	posición	C‐terminal	(87.7%).	Se	encontró	un	motivo	
de	anclaje	secundario	que	consistió	en	residuos	alifáticos/aromáticos	en	P2	(>70%)	y	L	en	
la	 posición	 PC‐2	 (30.2%)	 (Figura	 R9C	 y	 R9D).	 Salvo	 las	 excepciones	 mencionadas,	 la	
frecuencia	 de	 cualquier	 residuo	 fue	 menor	 al	 20%,	 lo	 cual	 muestra	 el	 alto	 grado	 de	
tolerancia	 de	 esta	 molécula	 en	 la	 mayoría	 de	 las	 posiciones.	 Este	 patrón	 se	 mantuvo	
globalmente	 en	 todas	 las	 longitudes,	 aunque	 se	 observaron	 pequeños	 cambios	 en	 la	
frecuencia	de	residuos.	(Figura	R10).	La	falta	de	preferencia	por	residuos	individuales	en	
las	 posiciones	 P1‐P3	 es	 particularmente	 relevante	 en	 lo	 que	 respecta	 a	 los	 efectos	 de	
ERAP1	sobre	el	peptidoma	de	A*29:02.		
R.6.2	Afinidad	de	los	ligandos	de	A*29:02	y	sus	precursores,	por	TAP.	
Se	determinó	la	afinidad	a	TAP	de	los	ligandos	de	A*29:02	y	de	sus	precursores	con	
extensiones	N‐terminales	 obtenidos	 de	 sus	 proteínas	 parentales,	mediante	 el	 uso	 de	 un	
algoritmo	 predictivo	 (Diez‐Rivero	 et	 al.,	 2010a).	 Los	 ligandos	 naturales	 mostraron	
globalmente	mayor	afinidad	que	cualquiera	de	sus	precursores	N‐terminales	(p<0.0001),	y	
estas	diferencias	se	incrementaron	de	manera	dependiente	de	la	longitud	de	la	extensión	
N‐terminal	 (Figura	 R11A).	 Aunque	 este	 patrón	 es	 similar	 al	 observado	 en	 HLA‐B*27	
(García‐Medel	et	al.,	2014),	 las	diferencias	que	existen	entre	 los	 ligandos	naturales	y	sus	
precursores	son	más	pequeñas	en	A*29:02.	
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Asimismo	se	analizó	la	afinidad	de	los	ligandos	naturales	de	A*29:02	en	función	de	
su	 longitud,	 lo	 cual	mostró	 que	 los	 nonámeros	 presentan	 la	 afinidad	más	 alta	 por	 TAP	
(p<0.0001),	 seguido	de	 los	undecámeros.	 Los	octámeros	presentaron	 la	menor	 afinidad,	
entre	todos	los	ligandos	de	A*29:02	(Figura	R11B).		
	
	
	
R.6.3	Polimorfismos	de	ERAP1,	ERAP2	y	expresión	de	MHC‐I	en	 células	HLA‐A*29:02	
positivas.	
Para	 analizar	 la	 influencia	 de	 ERAP1	 sobre	 el	 peptidoma	 de	 A*29:02,	 se	
caracterizaron	 y	 cuantificaron	 los	 ligandos	 purificados	 a	 partir	 de	 tres	 líneas	
linfoblastoides	 A*29:02+.	 Por	 Western	 blot	 se	 determinó	 que	 ninguna	 de	 las	 líneas	
celulares	expresa	ERAP2	(Figura	R12A),	mientras	que	la	expresión	de	ERAP1	fue	variable	
(Figura	R12B).	 PF97387	 fue	 la	 línea	 celular	 que	 expresó	 la	mayor	 cantidad	 de	 ERAP1,	
aproximadamente	dos	veces	más	que	MOU.	La	línea	que	expresó	menos	ERAP1	fue	SWEIG,	
siendo	 sus	 niveles	 de	 expresión	 cercanos	 al	 6%	 y	 12.5%	 relativos	 a	 PF97387	 y	 MOU,	
respectivamente	(Figura	R12B).		
Estas	 diferencias	 en	 la	 expresión	 de	 ERAP1	 se	 correlacionaron	 con	 un	 aumento	
significativo	 en	 la	 cantidad	 de	 A*29:02	 sin	 plegar	 presente	 en	 la	 superficie	 celular	 de	
SWEIG,	 en	 comparación	 a	 las	 otras	 líneas	 celulares.	 Esto	 se	 determinó	 utilizando	 la	
relación	de	proteína	plegada/sin	plegar,	mediante	citometría	de	 flujo	(Figura	R12C).	En	
SWEIG,	 la	 cantidad	 de	 cadena	 pesada	 libre	 de	 A*29:02	 fue	 cercana	 al	 23%	 del	 total	
expresado	en	la	superficie,	lo	cual	es	cercano	al	doble	de	lo	encontrado	en	las	otras	líneas	
celulares:	 10.1%	 y	 11.7%,	 para	 MOU	 y	 PF97387,	 respectivamente.	 Estos	 resultados	
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concuerdan	 con	 los	 encontrados	 para	 otros	 antígenos	 de	 MHC‐I	 en	 sistemas	 celulares	
carentes	de	ERAP1	(Hammer	et	al.,	2006;	Haroon	et	al.,	2012).	
	
	
	
Se	utilizó	secuenciación	genómica	para	determinar	el	genotipo	de	8	polimorfismos	
no	sinónimos	de	ERAP1,	incluyendo	algunos	que	son	relevantes	para	otras	enfermedades	
inflamatorias	asociadas	a	MHC‐I	(Tabla	R3).	La	variante	de	ERAP1	en	PF97387	difiere	de	
la	 línea	 MOU	 en	 las	 posiciones	 127	 (R127P),	 276	 (I276I/M),	 528	 (K528R)	 y	 730	
(Q/E730E).		
Las	 diferencias	 en	 la	 expresión	 de	 la	 proteína	 entre	 MOU	 y	 PF97387,	 se	 deben	
probablemente	al	polimorfismo	de	la	posición	528,	el	cual	se	encuentra	en	desequilibro	de	
ligamiento	con	el	SNP	rs27434	que	conlleva	una	alteración	en	la	expresión,	de	manera	que	
528K	 se	 asocia	 a	 niveles	 más	 altos	 de	 proteína	 (Harvey	 et	 al.,	 2009;	 Sanz‐Bravo	 et	 al.,	
2014).	El	haplotipo	de	ERAP1	en	SWEIG	fue	similar	al	de	PF97387,	del	cual	solo	difiere	en	
la	posición	127	(127P)	y	por	la	heterocigosis	en	la	posición	528	(528K/R).	
Respecto	 a	 la	 expresión	 de	 ERAP2,	 se	 han	 identificado	 dos	 SNPs	 que	 impiden	 la	
expresión	 de	 la	 proteína:	 rs2248374	 y	 rs10044354	 (Andrés	 et	 al.,	 2010;	 Kuiper	 et	 al.,	
2014).	A	pesar	de	que	dos	líneas	son	heterocigotas	para	el	SNP	rs2248374,	las	tres	líneas	
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son	 homocigotas	 para	 el	 polimorfismo	 rs10044354(C),	 lo	 cual	 explica	 la	 ausencia	 de	
expresión	de	ERAP2	en	todos	los	casos	(Tabla	R3	y	Figura	R12A).	
	
ERAP1	
SNP	 Polimorfismo	 PF97387	 MOU	 SWEIG	Base	 AA	 Base	 AA	 Base	 AA	
rs26653	 P127R	 G	 R	 C	 P	 C	 P	
rs26618	 I276M	 A	 I	 A/G	 I/M	 A	 I	
rs27895	 G346D	 G	 G	 G	 G	 G	 G	
rs2287987	 M349V	 A	 M	 A	 M	 A	 M	
rs30187	 K528R	 A	 K	 G	 R	 A/G	 K/R	
rs10050860	 D575N	 G	 D	 G	 D	 G	 D	
rs17482078	 R725Q	 G	 R	 G	 R	 G	 R	
rs27044	 Q730E	 C/G	 Q/E	 G	 E	 C/G	 Q/E	
ERAP2	
rs2549782	 K392N	 G/T	 K/N	 T	 N	 G/T	 K/N	
rs2248374	 no‐codificante	 A/G	 ‐	 G	 ‐	 A/G	 ‐	
rs10044354	 no‐codificante	 C	 ‐	 C	 ‐	 C	 ‐	
 
R.6.4	Conservación	global	del	peptidoma	de	A*29:02	en	distintos	contextos	de	ERAP1.	
Las	 diferencias	 en	 el	 polimorfismo	 y	 expresión	 de	 ERAP1,	 permitieron	 analizar	
cuantitativamente	 los	 efectos	 de	 esta	 enzima	 sobre	 el	 peptidoma	 de	 A*29:02	mediante	
comparaciones	 entre	 pares	 de	 líneas	 celulares:	 1)	 PF97387/MOU	 permite	 analizar	 los	
efectos	 combinados	 de	 las	 posiciones	 127/528	 y	 730.	 2)	 Las	 comparaciones	 que	
involucran	a	SWEIG	permiten	analizar	el	efecto	de	la	ausencia	virtual	de	ERAP1.	Aunque	
MOU	es	heterocigota	en	la	posición	276,	no	existe	evidencia	de	que	esta	posición	afecte	la	
función	de	ERAP1	(Goto	et	al.,	2006).	
Los	análisis	cuantitativos	se	realizaron	mediante	secuenciación	por	triplicado	del	
peptidoma	de	A*29:02	de	cada	línea	celular,	proveniente	del	mismo	número	de	células	y	
purificado	 en	 idénticas	 condiciones.	 Además,	 la	 intensidad	 de	 cada	 péptido	 fue	
normalizada	respecto	al	total	de	intensidad	obtenido	para	todos	los	péptidos	secuenciados	
en	el	experimento	correspondiente.	La	cantidad	de	cada	péptido	está	determinada	como	el	
valor	 medio	 de	 su	 intensidad	 en	 los	 tres	 experimentos.	 El	 número	 de	 péptidos	
identificados	 en	 cada	 línea	 celular	 y	 el	 número	 de	 péptidos	 compartidos	 en	 cada	
comparación	se	muestra	en	la	Tabla	R4.		
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Comparación	 Ligandos	 Compartidos	 %	Compartidos	 Correlación	de	Pearsona	
PF97387/MOU	 4931/5075	 4583	 92.9	/	90.3	 0.9266	
PF97387	/	SWEIG	 4931	/	3999	 3701	 	75.1	/	92.5	 0.8710	
MOU	/	SWEIG	 5075	/	3999	 3747	 73.8	/	93.7	 0.8759	
	
Con	el	fin	de	establecer	si	hay	diferencias	globales	en	la	intensidad	de	los	péptidos	
compartidos,	 se	analizó	cada	una	de	 las	comparaciones	mediante	análisis	de	correlación	
de	 Pearson.	 Estos	 análisis	 mostraron	 que	 existe	 un	 alto	 grado	 de	 conservación	 en	 la	
intensidad	de	 los	péptidos	entre	 las	diferentes	 líneas	 (Tabla	R4).	El	hecho	de	que	estos	
valores	sean	algo	más	bajos	en	las	comparaciones	que	involucran	a	SWEIG,	por	lo	tanto	en	
casi	ausencia	de	ERAP1,	es	compatible	con	que	la	presencia	de	la	enzima	(PF97387/MOU)	
aumente	 la	 linealidad	 de	 los	 niveles	 de	 péptidos,	 lo	 que	 implicaría	 un	 efecto	 de	 ERAP1	
sobre	el	peptidoma	de	A*29:02.	
	
R.6.5	 ERAP1	 tiene	 una	 influencia	 significativa	 en	 la	 longitud	 de	 los	 ligandos	 de	
A*29:02.	
La	 distribución	 de	 longitud	 y	 peso	 molecular	 (MW)	 de	 los	 ligandos	 de	 A*29:02	
secuenciados	de	cada	línea	celular	fueron	similares	en	todos	los	casos	(Figura	R13).	Estos	
resultados	 sugieren	 que	 el	 polimorfismo	 de	 ERAP1	 tiene	 una	 influencia	 global	 limitada	
sobre	el	peptidoma	de	A*29:02	o	que	las	comparaciones	globales	carecen	de	la	resolución	
necesaria	para	detectar	esta	influencia.	Con	el	fin	de	aumentar	el	poder	de	resolución,	los	
péptidos	 compartidos	 en	 las	 diferentes	 comparaciones	 se	 clasificaron	 en	 tres	 grupos	de	
acuerdo	a	la	relación	de	intensidad	(RI)	del	péptido	en	las	líneas	comparadas:	RI	>1.0‐1.5,	
>1.5‐3.0	 y	 >3.0.	 Los	 péptidos	 pertenecientes	 a	 cada	 subconjunto	 en	 una	 línea	 celular	
fueron	 comparados	 contra	 el	 mismo	 subconjunto	 en	 la	 otra	 línea	 celular,	 tal	 como	 se	
describió	en	un	trabajo	previo	de	nuestro	grupo	(García‐Medel	et	al.,	2012).	
Inicialmente	se	analizó	la	distribución	de	longitudes	de	los	distintos	subconjuntos	
en	 las	 siguientes	 comparaciones:	 PF97387/MOU,	 PF97387/SWEIG	 y	 MOU/SWEIG.	 La	
comparación	 PF97387/MOU	 mostró	 que	 existe	 una	 mayor	 cantidad	 de	 nonámeros	 en	
PF97387	respecto	a	MOU	en	los	subconjuntos	de	RI	>3.0	y	>1.5‐3.0	(Figura	R14A).	Esto	
indica	que	 la	 variante	de	ERAP1	 en	PF97387	 (127R/528K/730QE)	produce	 ligandos	de	
A*29:02	más	cortos	que	la	variante	de	MOU	(127P/528R/730E).	
	
	
  Resultados II 
 
59 
 
	
	
	
	
Resultados II   
60 
 
En	 las	 comparaciones	 que	 involucran	 a	 SWEIG,	 donde	 se	 considera	 la	 presencia	 y	
ausencia	de	enzima,	se	observó	que,	principalmente	en	los	conjuntos	de	RI	>3.0	y	>1.5‐3.0,	
los	 péptidos	 provenientes	 de	 esta	 línea	 celular	 fueron	 de	 mayor	 longitud	 que	 los	
provenientes	de	las	otras	líneas,	siendo	más	acusadas	las	diferencias	en	PF97387/SWEIG	
(Figura	R14B)	que	en	MOU/SWEIG	(Figura	R14C).	Estos	resultados	son	consistentes	con	
el	papel	de	ERAP1	en	la	optimización	de	la	longitud	de	los	ligandos	de	MHC‐I.	Además,	el	
hecho	de	que	 las	diferencias	sean	menores	en	MOU/SWEIG,	que	en	PF97387/SWEIG,	es	
consistente	con	el	efecto	de	la	posición	528R	en	la	disminución	de	la	actividad	de	ERAP1.	
R.6.6	Diferencias	independientes	de	la	longitud	en	la	masa	molecular	de	los	ligandos	
de	A*29:02	expresados	en	distintos	contextos	de	ERAP1.	
	 Para	 investigar	 la	 posibilidad	 de	 que	 existan	 diferencias	 independientes	 de	 la	
longitud	 en	 el	 MW	 de	 los	 ligandos	 de	 A*29:02	 en	 función	 del	 contexto	 de	 ERAP1,	 se	
realizaron	 dos	 tipos	 de	 análisis.	 En	 el	 primero	 se	 analizaron	 separadamente	 los	
nonámeros	 y	 decámeros	 encontrados	 en	 las	 diferentes	 comparaciones	 y	 RI	 descritas	
anteriormente	(Sección	R.6.5).	Estos	análisis	mostraron	que	en	PF97387/MOU	existe	un	
desplazamiento	de	los	nonámeros	de	MOU	hacia	masas	más	pequeñas	en	comparación	con	
PF97387.	 Estas	 diferencias	 se	 detectaron	 a	 partir	 del	 subconjunto	 de	 RI	 >1.5	 y	 se	
incrementaron	en	RI	>3.0	 (Figura	R15A).	La	 comparación	PF97387/SWEIG	mostró	una	
tendencia	 análoga	 (Figura	 R15B).	 La	 comparación	 MOU/SWEIG	 mostró	 que	 existe	 un	
desplazamiento	muy	pequeño	de	MW	hacia	masas	menores	en	MOU	(Figura	R15C).	Con	
los	decámeros,	se	obtuvieron	resultados	similares	(Figura	R16).	
	 En	el	segundo	análisis	se	utilizaron	 los	nonámeros	detectados	en	una	única	 línea	
celular.	El	análisis	de	distribución	de	masas	de	estos	péptidos	confirmó	lo	encontrado	en	el	
análisis	de	péptidos	compartidos,	demostrando	que	existe	una	diferencia	en	la	generación	
de	 ligandos,	que	es	 independiente	de	 la	 longitud,	y	es	definida	por	una	alteración	en	 las	
masas	de	 los	péptidos	presentados.	Estas	diferencias	van	de	menor	a	mayor	masa,	en	el	
siguiente	 orden:	MOU	 (1073.9	Da),	 SWEIG	 (1096.4	Da)	 y	 PF97387	 (1125.4	Da)	 (Figura	
R17).	
En	 conjunto,	 estos	 resultados	 indican	 que,	 además	 de	 alterar	 la	 longitud	 de	 los	
péptidos,	 el	 polimorfismo	 y	 la	 expresión	 de	 ERAP1	 modulan	 la	 masa	 molecular	 de	 los	
péptidos	siendo	mayores	las	diferencias	en	un	contexto	de	mayor	actividad	(PF97387).	
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R.6.7	Diferencias	dependientes	de	la	posición	peptídica	de	los	ligandos	de	A*29:02	en	
distintos	contextos	de	ERAP1.	
Las	 bases	 moleculares	 de	 la	 influencia	 independiente	 de	 la	 longitud	 del	
polimorfismo	 de	 ERAP1	 sobre	 los	 ligandos	 de	 A*29:02	 fue	 analizada	 comparando	 el	
volumen	medio	de	la	cadena	lateral	de	los	residuos	en	los	subconjuntos	de	nonámeros	con	
RI	 >3.0.	 La	 comparación	 PF97387/MOU,	 mostró	 que	 existen	 diferencias	 notables	 de	
volumen	en	 las	posiciones	peptídicas,	P1‐P6	y	P8,	siendo	mayor	el	volumen	en	PF97387	
(Figura	 R18A).	 Las	 diferencias	 fueron	 particularmente	 grandes	 en	 P1‐P3	 y	 se	
correlacionaron	directamente	con	el	volumen	de	la	cadena	lateral	y	no	con	cambios	en	la	
susceptibilidad	a	ERAP1	(Figura	R18B	y	R18C).	
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El	análisis	de	los	nonámeros	predominantes	en	PF97387	y	MOU,	relativos	a	SWEIG	
en	 las	 respectivas	 comparaciones,	mostraron	 que	 los	 volúmenes	medios	 de	 las	 cadenas	
laterales	de	los	residuos	P1‐P8	fueron	más	altos	en	PF97387,	mientras	que	las	diferencias	
en	la	comparación	MOU/SWEIG	fueron	mínimas	en	la	mayoría	de	las	posiciones,	excepto	
en	P1,	P2	y	P7	(Figura	R18D).	Las	diferencias	en	las	posiciones	P1	y	P2	se	correlacionaron	
mejor	 con	 el	 volumen	de	 la	 cadena	 lateral	 de	 los	 residuos	que	 con	 su	 susceptibilidad	 al	
corte	 por	 ERAP1,	 aunque	 las	 diferencias	 fueron	 más	 bajas	 que	 en	 la	 comparación	
PF97387/MOU	(Figura	R18E	y	R18F).	
Estos	 resultados	 indican	 que	 el	 polimorfismo	 de	 ERAP1	 configura	 no	 solo	 la	
longitud	sino	también	la	estructura	de	los	ligandos	de	A*29:02,	influyendo	en	el	volumen	
de	los	residuos	peptídicos.	
	
R.6.8	 ERAP1	 modula	 la	 afinidad	 de	 los	 ligandos	 de	 A*29:02	 mediante	 efectos	
dependientes	e	independientes	de	la	longitud	peptídica.	
	 Se	examinó	la	posibilidad	de	que	los	efectos	de	ERAP1	sobre	la	longitud	alteren	la	
afinidad	 de	 los	 ligandos	 de	 A*29:02.	 Para	 ello	 se	 utilizó	 un	 algoritmo	 predictivo	 que	
determina	la	IC50	específica	para	HLA‐A*29:02	sobre	cada	uno	de	los	ligandos	(Karosiene	
et	al.,	2012).	
	 Los	nonámeros	mostraron	mayor	afinidad	que	los	ligandos	de	mayor	longitud	en	
las	tres	líneas	celulares	analizadas	(Figura	R19A).	Puesto	que,	los	nonámeros	constituyen	
la	 mayoría	 de	 los	 ligandos	 en	 el	 peptidoma,	 este	 resultado	 indica	 que	 los	 efectos	
cuantitativos	que	resultan	de	la	generación	de	mayor	cantidad	de	nonámeros	en	presencia	
de	ERAP1	implican	una	optimización	de	la	afinidad	peptídica.	
	 Posteriormente	 se	 comparó	 la	 afinidad	de	 los	 ligandos	que	mostraron	expresión	
diferencial	 en	 las	 comparaciones	 PF97387/MOU,	 PF97387/SWEIG	 y	 MOU/SWEIG	 en	 el	
subconjunto	 de	 RI	 >1.0.	 En	 paralelo,	 se	 realizó	 la	 misma	 comparación	 solo	 sobre	 los	
nonámeros,	con	el	fin	de	estudiar	los	efectos	independientes	de	la	longitud	(Figura	R19B	
y	 R19C).	 Estos	 análisis	 mostraron	 que	 PF97387	 presentó	 mayor	 afinidad	 que	 MOU	 o	
SWEIG.	Este	efecto	también	se	mantuvo	cuando	solo	se	consideraron	nonámeros,	solo	que	
las	 diferencias	 encontradas	 en	 la	 comparación	 con	 SWEIG	 fueron	 más	 sutiles	 que	 las	
encontradas	 con	 MOU.	 En	 cambio,	 en	 la	 comparación	 MOU/SWEIG,	 los	 péptidos	
predominantes	 en	 MOU	 tenían	 menor	 afinidad	 que	 los	 de	 SWEIG,	 lo	 cual	 fue	 aún	 más	
evidente	 cuando	 se	 analizaron	 solo	 los	 nonámeros,	 donde	 el	 efecto	 dependiente	 de	 la	
longitud	fue	eliminado.	
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Estos	 resultados	 indican	que	 en	 el	 contexto	de	una	 variante	de	ERAP1	más	 activa	
(PF97387),	se	producen	ligandos	con	mayor	afinidad	por	HLA‐A*29:02.	Esta	optimización	
en	 la	afinidad	es	dependiente	de	 la	 influencia	en	 la	 longitud	y	en	 la	 secuencia	peptídica.	
Además,	 la	 presencia	 de	 una	 enzima	 con	 baja	 actividad	 (MOU),	 no	 conlleva	 una	
optimización	del	repertorio	peptídico	de	A*29:02,	en	términos	de	afinidad,	en	relación	a	
una	baja	o	nula	expresión	de	ERAP1	(SWEIG).	
Puesto	 que	 los	 efectos	 de	 ERAP1	 se	 manifiestan	 particularmente	 al	 comparar	
subconjuntos	 de	 péptidos	 con	 la	 máxima	 expresión	 diferencial,	 se	 analizaron	
comparativamente	 las	 afinidades	 sobre	 los	 subconjuntos	 de	 péptidos	 con	 RI	 >1.0‐1.5,	
>1.5‐3.0	 y	 >3.0	 (Figura	R20A	 y	R20B).	 En	 la	 comparación	 PF97387/MOU,	 los	 ligandos	
que	 presentaron	 la	 mayor	 afinidad	 en	 todos	 los	 subconjuntos	 de	 RI	 fueron	 los	
provenientes	de	PF97387,	tanto	en	los	péptidos	de	todas	las	longitudes	como	cuando	solo	
se	 consideraron	 nonámeros.	 Se	 observó	 la	 misma	 tendencia	 cuando	 se	 comparó	
PF97387/SWEIG,	solo	que	las	diferencias	estadísticas	se	encontraron	en	los	subconjuntos	
más	extremos:	RI	>1.5‐3.0	y	>3.0	para	todo	el	conjunto	de	péptidos	y	RI	>3.0	cuando	solo	
se	consideraron	los	nonámeros.	La	comparación	MOU/SWEIG	mostró	una	menor	afinidad	
de	los	ligandos	de	MOU,	en	los	subconjuntos	de	RI	>1.5‐3.0	y	>3.0,	cuando	se	consideraron	
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los	nonámeros.	 Sin	 embargo,	 esta	diferencia	 fue	marginal	 cuando	 se	 consideraron	 todas	
las	longitudes	peptídicas.	Este	resultado	sugiere	que,	aunque	el	polimorfismo	de	ERAP1	en	
MOU	tiende	a	optimizar	 la	 longitud	de	 los	 ligandos	de	A*29:02,	relativo	a	 la	ausencia	de	
ERAP1,	 existe	 una	 modulación	 independiente	 de	 longitud	 que	 hace	 que	 disminuya	 la	
afinidad	de	los	péptidos	por	A*29:02.	
	
R.6.9	ERAP1	modula	la	hidrofobicidad	de	los	ligandos	de	A*29:02.	
	 Hemos	demostrado	que	existe	una	modulación	del	repertorio	peptídico	por	ERAP1	
en	términos	de	longitud	y	volumen	de	los	péptidos.	Ambas	características	llevaron	a	una	
acción	diferencial	sobre	la	afinidad	de	los	complejos	péptido/A*29:02.	Con	el	objetivo	de	
determinar	qué	característica	de	 los	péptidos	modula	 la	 afinidad,	procedimos	a	analizar	
los	ligandos	en	función	de	su	hidrofobicidad	(Kyte	y	Doolittle,	1982).	Para	ello,	se	calculó	
el	 índice	 de	 hidropatía	 para	 cada	 uno	 de	 los	 ligandos	 encontrados	 en	 los	 diferentes	
subconjuntos	de	nonámeros	utilizados	en	el	análisis	de	volumen	de	la	Figura	R18.	En	la	
comparación	 PF97387/MOU,	 PF97387	 mostró	 una	 mayor	 hidrofobicidad.	 En	 la	
comparación	 PF97387/SWEIG	 observamos	 que	 un	 incremento	 en	 la	 RI	 se	 correlacionó	
directamente	 con	 un	 aumento	 en	 la	 hidrofobicidad	 de	 los	 péptidos	 producidos	 en	
PF97387.	Finalmente,	la	comparación	MOU/SWEIG	solo	mostró	leves	diferencias	en	la	RI	
>1.5‐3.0	(Figura	R21).	
Por	 lo	 tanto,	 las	 diferencias	 en	 la	 hidrofobicidad	 se	 corresponden	 estrictamente	
con	 el	 efecto	 de	 ERAP1	 sobre	 el	 volumen	 de	 los	 residuos	 peptídicos.	 Estos	 resultados	
indican	que	el	efecto	de	esta	enzima,	 independiente	de	la	 longitud,	sobre	 los	 ligandos	de	
A*29:02	consiste	en	una	influencia	en	el	volumen	e	hidrofobicidad	de	las	cadenas	laterales	
peptídicas,	que	resulta	en	una	optimización	de	la	afinidad	en	el	contexto	de	las	variantes	
más	activas	de	la	enzima.	
	 	
	
	
	
	
	
	
  Resultados II 
 
67 
 
	
	
Resultados II   
68 
 
	
	
	
  
 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
DISCUSIÓN		
	
	
	
	
	
	
  
 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
  Discusión 
71 
 
DISCUSIÓN	I.	
D.1	 Ligandos	 de	 HLA‐B*27	 derivados	 de	 C.	 trachomatis	 y	 el	 papel	 del	 mimetismo	
molecular	en	la	ReA.	
El	 objetivo	 principal	 de	 este	 apartado	 fue	 la	 identificación	 directa	 de	 ligandos	
procesados	y	presentados	por	HLA‐B*27,	que	son	reconocidos	por	CTLs	de	pacientes	con	
ReA	y	que	podrían	ser	relevantes	para	la	enfermedad.	Idealmente	esta	búsqueda	debería	
haber	 sido	 realizada	 utilizando	 células	 infectadas	 con	 C.	 trachomatis.	 Sin	 embargo,	 esa	
aproximación	es	difícilmente	factible	debido	a	los	mecanismos	de	esta	bacteria	para	evadir	
el	 sistema	 inmune.	 Por	 ejemplo,	 Chlamydia	 disminuye	 la	 expresión	 de	 los	 antígenos	 de	
MHC‐I	en	la	superficie	celular	mediante	degradación	del	factor	de	trascripción	RFX5,	que	
regula	su	expresión,	e	induce	apoptosis	(Fan	et	al.,	1998;	Zhong	et	al.,	2000;	Belland	et	al.,	
2001;	 Stenner‐Liewen	 et	 al.,	 2002;	 Schwarzenbacher	 et	 al.,	 2004).	 Por	 ello,	 nuestra	
aproximación	fue	la	identificación	directa	de	ligandos	provenientes	de	proteínas	de	fusión	
bacterianas.	
Existen	 diversos	 mecanismos	 que	 apoyan	 nuestra	 estrategia	 de	 expresión	 y	
procesamiento	de	las	proteínas	de	fusión	en	el	citosol.	Por	ejemplo,	Chlamydia	es	capaz	de	
inyectar	 proteínas	 directamente	 al	 citosol	 de	 la	 célula	 infectada	mediante	 el	 sistema	 de	
secreción	de	tipo	III	(Fields	et	al.,	2003;	Starnbach	et	al.,	2003;	Fields	et	al.,	2005;	Chellas‐
Géry	 et	 al.,	 2007).	 Otro	 mecanismo	 que	 implica	 degradación	 citosólica	 es	 la	 cross‐
presentación	 de	 antígeno	 tras	 a	 la	 captación	 de	 restos	 celulares	 provenientes	 de	 la	
apoptosis	de	las	células	infectadas.	La	metodología	empleada	en	nuestro	estudio	imitaría,	
al	menos	en	parte,	 los	procesos	que	 implican	este	 tipo	de	degradación,	haciendo	que	 las	
proteínas	 de	 Chlamydia	 sigan	 una	 vía	 similar	 a	 la	 descrita	 para	 proteínas	 endógenas	
(Amigorena	y	Savina,	2010;	Joffre	et	al.,	2012).	A	pesar	de	esto,	no	podemos	descartar	que	
durante	una	 infección	real,	algunas	proteínas	sean	procesadas	por	métodos	alternativos,	
ya	 sea	 por	 una	 vía	 independiente	 del	 proteasoma,	 donde	 la	 proteína	 bacteriana	 puede	
provenir	de	la	fusión	de	las	vesículas	de	inclusión	directamente	con	el	RE	(Giles	y	Wyrick,	
2008)	o	a	través	de	otras	vías	de	cross‐presentación	no	citosólicas.		
Un	argumento	que	apoya	la	adecuación	de	nuestra	aproximación	experimental	es	
que	con	ella	se	demostró	el	procesamiento	y	presentación	endógenos	de	varios	epítopos	
bacterianos	 reconocidos	 in	 vitro,	 utilizando	 péptidos	 sintéticos,	 por	 células	 T	 CD8+	 de	
pacientes	con	ReA	(Kuon	et	al.,	2001).	
Estudios	previos	 realizados	en	nuestro	 laboratorio,	 identificaron	diversos	epítopos	
derivados	 de	 Chlamydia	 usando	 la	 tecnología	 de	 MALDI‐TOF.	 A	 pesar	 de	 ello,	 las	
limitaciones	 impuestas	por	 este	 tipo	de	 espectrometría	de	masas	nos	 llevaron	 a	utilizar	
técnicas	 de	 mayor	 resolución	 y	 sensibilidad	 basada	 en	 electrospray	 (ESI),	 así	 como	
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búsquedas	 focalizadas	 de	 epítopos	 candidatos.	 Estos	 cambios	 nos	 permitieron	 detectar	
epítopos	 que	 no	 fueron	 encontrados	 en	 estudios	 previos	 (Cragnolini	 y	 López	 de	 Castro,	
2008;	 Cragnolini	 et	 al.,	 2009).	 Es	 posible	 que	 en	 una	 infección	 se	 generen	 epítopos	 en	
cantidades	muy	 bajas,	 detectables	 por	 CTLs,	 pero	 difícilmente	 por	MS.	 Sin	 embargo,	 las	
proteínas	de	fusión	tienden	a	tener	un	alto	nivel	de	expresión	y	por	 lo	tanto,	generarían	
más	copias	de	los	péptidos	de	Chlamydia,	compensando	en	parte	la	menor	sensibilidad	de	
los	métodos	empleados.		
	
D.1.1	Implicaciones	del	ciclo	de	vida	de	Chlamydia	para	la	presentación	de	antígenos.	
	 Nuestros	 estudios	 han	 identificado	 epítopos	 provenientes	 de	 tres	 proteínas	 de	
Chlamydia	 trachomatis:	 ClpC,	 NQRA	 y	 DNAP.	 Estudios	 del	 perfil	 transcripcional	 y	
caracterización	bioquímica	del	ciclo	de	vida	de	Chlamydia	 (Figura	D1)	(Brunham	y	Rey‐
Ladino,	 2005)	 indican	 que	 ClpC	 se	 expresa	 durante	 la	 etapa	 infectiva	 en	 los	 cuerpos	
elementales,	 y	 a	 un	 nivel	 mucho	 más	 alto,	 en	 la	 etapa	 no	 infectiva,	 en	 los	 cuerpos	
reticulares	 y	 además	 se	 induce	 en	 presencia	 de	 IFN‐γ	 (Belland	 et	 al.,	 2003;	 Saka	 et	 al.,	
2011).	La	presencia	de	la	proteína	en	ambos	estadios	de	desarrollo	y	su	sobre‐expresión	
en	 un	 contexto	 inflamatorio,	 sugieren	 que	 epítopos	 derivados	 de	 ClpC	 podrían	 ser	
importantes	tanto	en	el	control	de	la	infección	como	en	el	desarrollo	de	la	ReA.	La	proteína	
NQRA	 solo	 se	 ha	 detectado	 en	 los	 cuerpos	 elementales,	 lo	 cual	 sugiere	 que	 puede	 ser	
importante	 durante	 los	 primeros	 estadios	 de	 la	 infección.	 En	 cambio,	 las	 formas	
persistentes	de	C.	trachomatis	mantienen	activa	la	replicación	del	DNA,	lo	cual	sugiere	que	
esta	 enzima	 se	 está	 sintetizando	 activamente	 y	 puede	 ser	 una	 fuente	 de	 antígenos	
bacterianos	en	la	enfermedad	crónica	(Gérard	et	al.,	2001).	
	
D.1.2	Mimetismo	molecular.	
	 Los	péptidos	derivados	de	la	DNAP	de	Chlamydia	son	particularmente	interesantes	
como	 posibles	 péptidos	 artritogénicos.	 Los	 dos	 ligandos	 derivados	 de	 esta	 proteína,	
DNAP(211‐221)	 y	 DNAP(211‐223),	 muestran	 una	 alta	 homología	 con	 un	 péptido	
endógeno	que	proviene	de	la	porción	citoplasmática	de	la	cadena	de	HLA‐B*27:	B27(309‐
320)	(Ramos	et	al.,	2002).	El	procesamiento	endógeno	y	presentación	de	DNAP(211‐221)	
fue	demostrado	en	un	estudio	previo	(Cragnolini	y	López	de	Castro,	2008).	En	esta	tesis,	se	
identificó	una	extensión	C‐terminal	de	este	péptido,	DNAP(211‐223),	 lo	 cual	 incrementa	
las	posibilidades	de	mimetismo	antigénico	entre	 esta	 región	de	 la	proteína	bacteriana	y	
B27(309‐320).	
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	 Las	 simulaciones	 dinámicas	 indican	 que	 los	 dos	 péptidos	 derivados	 de	 DNAP	
adoptan	 conformaciones	 distintas	 al	 unirse	 a	 HLA‐B*27,	 limitando	 su	 flexibilidad	 y	
adoptando	ciertas	conformaciones	predominantes.	En	cambio,	B27(309‐320)	mostró	una	
gran	 flexibilidad	 en	 su	 unión	 a	 HLA‐B*27,	 lo	 cual	 concuerda	 con	 datos	 preliminares	
obtenidos	mediante	 cristalografía	 de	 rayos	 X,	 en	 los	 cuales	 la	 parte	 central	 del	 péptido	
muestra	 una	 densidad	 electrónica	 difusa,	 indicativa	 de	 una	 alta	 movilidad	 (B.	 Loll,	 B.	
Uchanska‐Ziegler,	y	A.	Ziegler,	comunicación	personal).	La	flexibilidad	limitada	de	ambos	
péptidos	 de	 DNAP	 está	 determinada	 por	 puentes	 de	 hidrógeno	 intrapeptídicos	
establecidos	 en	 las	 regiones	 centrales	 y	 por	 interacciones	 péptido‐específicas	 de	 las	
regiones	centrales	con	 la	molécula	de	HLA‐B*27.	La	 importancia	de	 la	 flexibilidad	radica	
en	 que	 B27(309‐320),	 sería	 capaz	 de	 adoptar	 una	 amplia	 variedad	 de	 conformaciones,	
aumentando	de	 esta	manera	 el	 espectro	 de	 conformaciones	 antigénicas	 que	pueden	 ser	
reconocidas	por	TCRs	específicos	para	los	péptidos	derivados	de	Chlamydia.	
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	 La	notable	similitud	entre	la	conformación	predicha	para	DNAP(211‐223)	y	alguno	
de	 los	 clusters	 mayoritarios	 de	 B27(309‐320)	 podría	 favorecer	 una	 reacción	 cruzada,	
mediada	por	células	T,	entre	ambos	péptidos.	Esta	similitud	no	es	solo	en	la	conformación	
general	sino	también	en	la	distribución	de	cargas	en	la	superficie	del	péptido.	Ello	sugiere	
que	B27(309‐320)	podría	ser	reconocido	por	TCRs	en	más	de	una	conformación,	tal	como	
ha	sido	demostrado	para	otros	péptidos	(Rückert	et	al.,	2006;	Nurzia	et	al.,	2010).	
	 Los	 ensayos	 funcionales	 son	 de	 suma	 importancia	 para	 establecer	 un	 posible	
mecanismo	 de	 mimetismo	 molecular	 entre	 estos	 epítopos.	 Sin	 embargo,	 el	 acceso	 a	
pacientes	 con	 ReA	 inducida	 por	 C.	 trachomatis	 es	 muy	 limitado	 debido	 a	 su	 difícil	
diagnóstico	y	baja	prevalencia	 (Carter	y	Hudson,	2010).	Por	ello	 (en	colaboración	con	el	
Dr.	 Daniel	 López,	 Centro	 Nacional	 de	 Microbiología,	 Instituto	 de	 Salud	 Carlos	 III,	
Majadahonda)	 se	utilizó	un	método	 alternativo	que	 consiste	 en	 inmunizar	 ratones	HLA‐
B*27+	 con	 DNAP(211‐221)	 o	 DNAP(211‐223)	 y	 evaluar	 la	 posible	 reacción	 cruzada	
mediada	 por	 linfocitos	 T	 contra	 B27(309‐320).	 Estos	 experimentos	mostraron	 reacción	
contra	 DNAP(211‐223),	 pero	 no	 con	 B27(309‐320),	 tras	 inmunizar	 ratones	 con	
DNAP(211‐221).	Sin	embargo,	al	utilizar	como	inmunógeno	el	péptido	DNAP(211‐223),	se	
detectó	reacción	cruzada	de	los	linfocitos	T	contra	DNAP(211‐221)	y	B27(309‐320).	Esta	
reacción	fue	mediada	por	HLA‐B*27	y	no	restringida	por	el	haplotipo	de	H‐2	presente	en	
la	cepa	de	ratón	estudiada	(ver	Anexo	II).	A	pesar	de	su	carácter	preliminar,	este	estudio	
constituye	 la	primera	demostración	de	mimetismo	antigénico	entre	un	epítopo	derivado	
de	una	bacteria	artritogénica	y	un	epítopo	de	origen	humano,	restringidos	por	HLA‐B*27.		
En	 su	 conjunto,	 los	 resultados	 de	 nuestro	 estudio	 demuestran	 el	 procesamiento	
antigénico	 y	 presentación	 por	 HLA‐B*27	 de	 múltiples	 péptidos	 derivados	 de	 C.	
trachomatis	 con	 homología	 a	 proteínas	 humanas,	 al	 menos	 uno	 de	 las	 cuales	 presenta	
mimetismo	molecular	y	antigénico	con	un	ligando	natural	de	HLA‐B*27	de	origen	humano.	
La	 Tabla	 D1	 resume	 los	 péptidos	 provenientes	 de	 C.	 trachomatis	 conocidos	 que	 son	
generados	endógenamente	y	presentados	por	HLA‐B*27:05.	
Estos	 estudios	 indican	 que	 el	 mimetismo	 molecular	 podría	 constituir	 un	
componente	 patogénico	 autoinmune	 en	 la	 ReA	 inducida	 por	 C.	 trachomatis.	 Aunque	 no	
demuestra	 que	 este	 sea,	 de	 hecho,	 el	 papel	 patogénico	 de	 HLA‐B*27,	 este	 mecanismo	
podría	exacerbar	el	papel	pro‐inflamatorio	de	esta	molécula,	influenciando	la	severidad	de	
la	enfermedad	y	su	evolución	a	formas	crónicas	de	la	misma.		
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Péptido	 Proteína	Parental	 Residuos	 Origen/Referencia		 Reconocido	por	CTLsa	
KRALLEIVI NQRA		 86–94		 (Cragnolini	et	al.,	2009)	 No		
MRDHTITLL NQRA		 330–338		 Esta	tesis	 Si	
RRINREAERF DNA	primasa	 112–121		 (Cragnolini	y	López	de	Castro,	2008)	 NA		
RRINREAERFF DNA	primasa	 112–122		 (Cragnolini	y López	de	Castro,	2008)	 NA		
RRFKEGGRGGK DNA	primasa	 211–221		 (Cragnolini	y	López	de	Castro,	2008)	 NA		
RRFKEGGRGGKYI DNA	primasa	 211–223		 Esta	tesis	 NA		
SRLDPVIGR ClpC		 203–211		 Esta	tesis	 No		
ARKLLLDNL PqqC		 70–78		 (Cragnolini	et	al.,	2009)	 Si	
	
	
DISCUSIÓN	II.	
D.2	El	peptidoma	de	A*29:02,	su	modulación	por	ERAP1	y	su	posible	papel	patogénico.	
D.2.1	El	peptidoma	de	A*29:02.		
La	 característica	 más	 importante	 del	 peptidoma	 de	 A*29:02	 es	 la	 ausencia	 de	
motivos	 peptídicos	 N‐terminales,	 con	 la	 excepción	 de	 las	 restricciones,	 relativamente	
laxas,	 en	 P2.	 Esta	 característica	 tiene	 dos	 consecuencias	 principales.	 La	 primera	 es	 que	
confiere	a	A*29:02	una	elevada	promiscuidad	en	su	capacidad	de	unión	de	péptidos,	que	
viene	casi	únicamente	limitada	por	las	restricciones	impuestas	por	su	motivo	C‐terminal.	
La	segunda	es	que	dota	a	A*29:02	de	una	gran	versatilidad	en	su	interacción	funcional	con	
ERAP1.	 En	 antígenos	 de	MHC‐I	 con	motivos	muy	 restrictivos	 en	 P2,	 como	 por	 ejemplo	
HLA‐B*27,	 la	hidrólisis	del	residuo	P1	por	ERAP1	conlleva	la	destrucción	del	 ligando.	En	
A*29:02	la	digestión	de	P1	también	destruye	el	 ligando,	pero,	con	mucha	más	frecuencia	
puede	 generar	 uno	 nuevo	 con	 un	 residuo	 menos,	 dentro	 de	 los	 límites	 de	 longitud	
impuestos	por	las	moléculas	de	MHC‐I.	Por	lo	tanto,	es	posible	anticipar	que	la	interacción	
funcional	de	A*29:02	con	ERAP1	sería	de	naturaleza	diferente	que	con	HLA‐B*27	y	otras	
moléculas	de	MHC‐I	con	motivos	muy	restrictivos	en	P2.	
Nuestros	resultados	contradicen	los	estudios	iniciales	sobre	el	motivo	peptídico	de	
A*29:02	(Boisgerault	et	al.,	1996),	que	sugería	una	preferencia	por	E	en	P2.	Este	error	se	
explica	 por	 la	 insuficiencia	 de	 las	 técnicas	 de	 purificación	 y	 secuenciación	 utilizadas	
entonces,	 cuando	 la	 tecnología	 actual	 no	 estaba	 disponible,	 y	 por	 el	 bajo	 número	 de	
secuencias	caracterizadas.	
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D.2.2	Efectos	de	la	ausencia	de	ERAP1	sobre	el	peptidoma	A*29:02.	
	 Se	ha	descrito	por	diversos	grupos	que	la	ausencia	o	disminución	de	la	cantidad	de	
ERAP1	tiene	un	efecto	drástico	sobre	el	peptidoma	presentado	por	las	moléculas	de	MHC‐I	
en	 lo	que	 respecta	 a	 la	 longitud,	 estabilidad	y	motivos	peptídicos	 (Hammer	et	al.,	 2007;	
Haroon	et	al.,	2012;	Chen	et	al.,	2014).	Nuestros	resultados	sugieren	que	el	impacto	de	la	
ausencia	de	ERAP1	sobre	A*29:02	podría	ser	menos	drástico	que	en	otras	moléculas	de	
MHC‐I.	 La	 práctica	 ausencia	 de	 ERAP1	 en	 SWEIG	 llevó	 a	 la	 generación	 de	péptidos	más	
largos	en	esta	línea,	respecto	a	las	otras	que	sí	tenían	ERAP1,	pero	ello	solo	fue	patente	al	
comparar	ligandos	con	grandes	diferencias	en	su	nivel	de	expresión.	Además,	en	nuestro	
caso,	 la	 ausencia	 de	 ERAP1	 no	 llevó	 a	 una	 disminución	 significativa	 en	 el	 rendimiento	
durante	 la	purificación	de	MHC‐I	ni	en	el	nivel	de	expresión	en	 la	superficie.	El	 impacto,	
algo	 más	 limitado,	 de	 la	 ausencia	 de	 ERAP1	 podría	 explicarse	 por	 el	 hecho	 de	 que	 la	
ausencia	de	motivos	peptídicos	estrictos	en	P1	y	P2	hace	menos	indispensable	el	recorte	
N‐terminal	de	los	péptidos	por	ERAP1	para	generar	ligandos	de	HLA‐A*29:02.	
Con	 todo,	 el	 mayor	 nivel	 de	 expresión	 de	 HC	 libre	 en	 la	 superficie	 de	 SWEIG,	
observado	también	en	HLA‐B*27	(Haroon	et	al.,	2012),	es	compatible	con	la	posibilidad	de	
que	 en	 ausencia	 de	 ERAP1	 algunos	 ligandos	 de	 baja	 afinidad	 de	 A*29:02	 alcancen	 la	
superficie	 celular	 y	 se	disocien	 fácilmente.	 Estos	 ligandos	 serían	difícilmente	detectados	
por	 nuestros	 métodos,	 puesto	 que	 estos	 se	 basan	 en	 la	 inmunoprecipitación	 de	 los	
complejos	MHC/péptido	no	disociados.	
	
D.2.3	Efectos	de	la	presencia	y	polimorfismo	de	ERAP1.	
Nuestros	 resultados	 indican	 que	 ERAP1	 participa	 de	 forma	 significativa	 en	 la	
configuración	 del	 repertorio	 peptídico	 de	 A*29:02.	 Este	 alotipo,	 al	 igual	 que	 en	 otras	
moléculas	de	MHC‐I,	muestra	una	optimización	de	la	longitud	de	los	péptidos	en	presencia	
de	la	enzima	(Hammer	et	al.,	2006;	Hammer	et	al.,	2007;	García‐Medel	et	al.,	2012;	Chen	et	
al.,	2014).	Esta	optimización	es	dependiente	de	la	actividad	enzimática,	siendo	mayor	en	la	
variante	 más	 activa,	 que	 posee	 el	 residuo	 528K.	 El	 mismo	 efecto	 se	 ha	 observado	 en	
B*27:04	 (García‐Medel	 et	 al.,	 2012).	 Además,	 nuestros	 datos	 indican	 que	 existe	 una	
modulación	 diferencial,	 también	 dependiente	 del	 polimorfismo	 de	 ERAP1,	 sobre	 el	
volumen,	la	afinidad	y	la	naturaleza	química	de	los	ligandos	de	A*29:02,	independiente	de	
la	longitud	de	los	mismos.	Esta	característica	no	ha	sido	descrita	previamente	y	nuestros	
datos	 son	 los	 primeros	 que	 muestran	 este	 nivel	 de	 influencia	 de	 ERAP1	 sobre	 el	
peptidoma	de	MHC‐I.		
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	 Por	 lo	 tanto,	 el	 polimorfismo	 de	 ERAP1	 configura	 el	 peptidoma	 de	 A*29:02	
afectando:	 1)	 la	 longitud	 de	 los	 péptidos,	 2)	 su	 afinidad,	 3)	 el	 volumen	 de	 los	 residuos	
peptídicos	y	4)	su	hidrofobicidad.	La	magnitud	de	estos	efectos	es	tal,	que	ERAP1	no	solo	
podría	 afectar	 la	 presentación	 de	 antígenos	 específicos,	 sino	 también	 alterar	 otras	
características	biológicas	de	A*29:02,	tales	como	el	plegamiento	y	la	estabilidad.	
	
D.2.4	Mecanismo	 de	 acción	 de	 ERAP1	 en	 la	 configuración	 del	 repertorio	 peptídico,	
independiente	de	la	longitud.	
	 Las	bases	moleculares	de	la	influencia	de	ERAP1	sobre	el	volumen	de	los	residuos	
peptídicos	 de	 los	 ligandos	 de	 A*29:02,	 radica	 presumiblemente	 en	 la	 acción	 de	 los	
polimorfismos	K528R	y	Q730E,	localizados	en	la	región	interdominio	II‐III	y	en	el	sitio	de	
unión	a	sustrato,	respectivamente	(Figura	I5).		
El	 polimorfismo	 R528K,	 modula	 drásticamente	 la	 velocidad	 de	 reacción	 de	 la	
enzima,	quizás	debido	a	la	diferencia	de	volumen	entre	ambos	residuos	(168.6	y	173.4	Å3	
para	K	 y	R,	 respectivamente)	 y	 a	 su	 influencia	 en	 la	 transición	 conformacional	 asociada	
con	 la	 adquisición	 de	 la	 actividad	 enzimática	 (Figura	 I5).	 Respecto	 a	 la	 posición	 730,	
puesto	que	Q	(143.8	Å3)	es	más	voluminoso	que	E	(138.4	Å3),	este	polimorfismo	permitiría	
unir	 péptidos	 de	 menor	 y	 mayor	 volumen,	 respectivamente.	 Por	 lo	 tanto,	 PF97387	
presenta	 una	 cavidad	 de	 menor	 volumen	 lo	 que	 le	 permite	 unir	 mejor	 sustratos	 con	
residuos	menos	voluminosos.	La	presencia	de	528K	en	esta	variante	favorece	a	su	vez	la	
transición	 catalítica	 de	 la	 enzima	 permitiendo	 una	 degradación	 eficiente	 de	 dichos	
sustratos	y	dejando	disponibles	para	la	unión	al	MHC‐I	aquellos	péptidos	voluminosos	que	
no	 pueden	 ser	 degradados	 tan	 eficientemente.	 MOU	 presenta	 una	 cavidad	 de	 mayor	
volumen,	lo	que	le	permite	degradar	péptidos	de	mayor	tamaño,	sin	embargo,	la	presencia	
de	 528R	 hace	 que	 tenga	 una	 menor	 actividad	 catalítica,	 lo	 que	 explica	 las	 pequeñas	
diferencias	encontradas	respecto	a	la	ausencia	de	ERAP1	(SWEIG).	
	
D.2.5	ERAP1	y	el	papel	de	ERAP2	como	factor	de	riesgo	en	BSCR.	
Los	 estudios	 genéticos	 indican	 un	 papel	 de	 ERAP2	 como	 factor	 de	 riesgo	 para	
BSCR.	 Estos	 estudios	 no	 demostraron,	 pero	 tampoco	 excluyeron,	 la	 participación	 de	
ERAP1	en	esta	enfermedad	(Kuiper	et	al.,	2014).	Nuestros	resultados	muestran	que	esta	
enzima	influencia	significativamente	el	peptidoma	de	HLA‐A*29:02.	En	cambio,	el	papel	de	
ERAP2	 sobre	 los	 peptidomas	 de	 MHC‐I	 está	 muy	 poco	 explorado	 y	 no	 se	 conoce	 la	
contribución	de	esta	enzima	en	su	modulación.	Teniendo	en	cuenta	que	ERAP1	y	ERAP2	
actúan	 de	 manera	 concertada	 en	 la	 generación	 de	 ligandos	 (Saveanu	 et	 al.,	 2005;	
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Evnouchidou	 et	 al.,	 2014),	 conviene	 considerar	 la	 posible	 influencia	 de	 ERAP2,	 en	 el	
contexto	de	ERAP1,	en	la	configuración	del	repertorio	peptídico	de	HLA‐A*29:02.		
	 Existen	 distintas	 opciones	 por	 las	 cuales	 ERAP2	 podría	 participar	 en	 la	 BSCR.	
Primero,	 puede	 existir	 un	 auto‐antígeno	 que	 requiera	 específicamente	 ERAP2	 para	 ser	
generado.	 Segundo,	 debido	 a	 que	 la	 especificidad	 de	 ERAP2	 es	 complementaria	 a	 la	 de	
ERAP1,	podría	ser	necesaria	la	presencia	de	ambas	enzimas	para	generar	un	determinado	
auto‐antígeno,	o	ERAP2	sería	precisa	para	generarlo	únicamente	en	ciertos	contextos,	por	
ejemplo	 en	 presencia	 de	 variantes	 de	 ERAP1	 poco	 activas.	 Una	 tercera	 opción	 es	 que	
ERAP2	module	 la	 acción	 de	 ERAP1	 influyendo	 en	 la	 cinética	 de	 inhibición	 por	 sustrato	
característica	 de	 esta	 enzima	 (Evnouchidou	 et	 al.,	 2011).	 Así,	 ERAP1	 puede	 generar	
octámeros	 que	 inhiben	 la	 digestión	 de	 péptidos	 más	 largos	 (Evnouchidou	 et	 al.,	 2011;	
Martín‐Esteban	et	al.,	2014).	Puesto	que,	al	contrario	que	ERAP1,	ERAP2	no	sigue	la	“regla	
molecular”	(Chang	et	al.,	2005),	es	capaz	de	degradar	los	péptidos	de	menor	longitud	que	
pueden	inhibir	a	ERAP1.	Finalmente,	otra	opción	es	que	ERAP2	puede	generar	péptidos	de	
longitudes	muy	pequeñas.	Estos	podrían	modular	distintas	propiedades	de	A*29:02	como	
el	 plegamiento,	 exportación	 e	 intercambio	 de	 péptidos	 de	 menor	 afinidad,	 como	 se	 ha	
descrito	para	péptidos	pequeños	en	otras	moléculas	de	MHC‐I	(Elliott	et	al.,	1991;	Elliott	et	
al.,	1992;	Saini	et	al.,	2013;	Hein	et	al.,	2014;	Saini	et	al.,	2014).	
	 En	 conclusión,	 los	 resultados	 de	 esta	 tesis	 muestran	 un	 efecto	 significativo	 de	
ERAP1	 en	 la	 configuración	 del	 peptidoma	 de	 A*29:02	 y	 sugieren	 que,	 mediante	 este	
mecanismo	podría	influir	en	la	patogenia	de	BSCR.	El	papel	de	ERAP2	en	esta	enfermedad	
debería,	por	tanto	considerarse,	teniendo	en	cuenta	la	influencia	de	ERAP1	sobre	A*29:02	
y	la	multiplicidad	de	mecanismos	de	interacción	funcional	entre	ambas	aminopeptidasas.	
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DISCUSIÓN	GENERAL	
Papel	de	los	péptidos	en	la	patogenia	de	las	enfermedades	asociadas	a	MHC‐I	
	 El	hecho	de	que	las	moléculas	del	MHC‐I	estén	especializadas	en	la	presentación	de	
antígeno	y	la	asociación	de	ERAP1	y	ERAP2	a	múltiples	enfermedades	asociadas	a	MHC‐I	
sugieren	un	papel	esencial	de	 los	péptidos	en	 la	patogenia	de	dichas	enfermedades.	 	Sin	
embargo,	 este	 papel	 no	 es	 obvio.	 Dado	 que	 las	 moléculas	 del	 MHC‐I	 unen	
constitutivamente	un	peptidoma	complejo	y	que	esta	unión	es	esencial	para	la	adquisición	
de	la	conformación	nativa	y	la	estabilidad	molecular,	los	péptidos	determinan	no	solo	las	
propiedades	inmunológicas	sino	la	biología	global	de	estas	moléculas	(Marcilla	y	López	de	
Castro,	2008).		
	 La	influencia	del	peptidoma	en	las	propiedades	inmunológicas	de	MHC‐I	se	ejerce	
al	menos	a	tres	niveles,	todos	los	cuales	tienen	potencial	patogénico:	1)	la	presentación	de	
un	 antígeno	 concreto	 puede	 determinar	 una	 respuesta	 inmune	 específica	 y,	 mediante	
mimetismo	 molecular	 u	 otros	 mecanismos	 (p.ej.:	 presentación	 de	 un	 neoantígeno	
específico	 de	 tejido),	 puede	 generar	 una	 reacción	 autoinmune;	 este	mecanismo	 ha	 sido	
explorado	 en	 esta	 tesis	 mediante	 el	 análisis	 de	 péptidos	 de	 C.	 trachomatis,	 un	 agente	
patogénico	 en	 ReA,	 y	 de	 su	 homología	 con	 epítopos	 humanos,	 2)	 alteraciones	 en	 la	
naturaleza	 y	 afinidad	de	 los	 ligandos	de	MHC‐I,	 tales	 como	 los	 inducidos	 por	ERAP1	 en	
A*29:02,	pueden	alterar	el	reconocimiento	por	células	NK	(Cifaldi	et	al.,	2015),	influyendo	
así	en	la	inmunidad	innata;	este	mecanismo,	podría	tener	importancia	en	BSCR	debido	a	la	
implicación	de	 los	genes	KIR	en	esta	enfermedad	(Levinson	et	al.,	2008),	3)	alteraciones	
globales	 en	 el	 peptidoma,	 tales	 como	 las	 observadas	 en	 HLA‐B*27	 (García‐Medel	 et	 al.,	
2012;	 Chen	et	al.,	 2014;	 Sanz‐Bravo	et	al.,	 2014)	 y	descritas	 en	 esta	 tesis	 para	A*29:02,	
pueden	 alterar	 la	 capacidad	 tolerogénica	 y	 el	 potencial	 autoinmune	de	 las	moléculas	 de	
MHC‐I,	que	dependen	en	parte	de	la	presentación	de	péptidos	en	el	timo.	
	 La	influencia	del	peptidoma	en	las	propiedades	generales	de	la	moléculas	de	MHC‐
I,	independientemente	de	la	presentación	de	péptidos	específicos,	se	ejerce	al	menos	a	dos	
niveles:	 1)	 influencia	 sobre	 el	 plegamiento	 y	 mal	 plegamiento,	 puesto	 que	 la	 unión	 de	
péptidos	de	 suficiente	 afinidad	es	 constitutiva	y	 esencial	para	 la	molécula	de	MHC‐I;	 las	
consecuencias	de	un	plegamiento	lento	y	mal	plegamiento	en	la	activación	de	respuestas	
de	 estrés	 y	 del	 eje	 pro‐inflamatorio	 IL‐23/IL‐17	 han	 sido	 extensamente	 estudiadas	 en	
HLA‐B*27	y	propuestas	como	mecanismo	patogénico	de	la	AS	(DeLay	et	al.,	2009;	Colbert	
et	 al.,	 2014;	 Smith	 y	 Colbert,	 2014),	 2)	 influencia	 sobre	 la	 estabilidad	 molecular;	 el	
repertorio	 peptídico,	 y	 sus	 alteraciones	 por	 el	 polimorfismo	 de	 ERAP1,	 modifican	 la	
afinidad	global	del	peptidoma,	como	se	demostrado	en	esta	tesis	para	A*29:02	y	pueden	
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afectar	a	 la	estabilidad	global	de	 la	molécula,	 como	se	observó	en	HLA‐B*27:04	 (García‐
Medel	et	al.,	2012).	Una	de	las	posibles	consecuencias	de	las	alteraciones	en	la	afinidad	del	
peptidoma	es	 la	disociación	de	complejos	MHC/péptido	en	 la	superficie	celular.	En	HLA‐
B*27,	y	quizá	en	otras	moléculas	de	MHC‐I,	este	proceso	de	disociación	lleva	a	la	expresión	
de	 homodímeros	 de	 HC	 en	 superficie.	 Dichos	 homodímeros,	 en	 el	 caso	 de	 HLA‐B*27,	
reaccionan	 con	 KIR3DL2	 (Kollnberger	 et	al.,	 2007)	 y	 activan	 un	 subconjunto	 de	 células	
Th17	 que	 portan	 dicho	 receptor	 (Bowness	 et	al.,	 2011),	 lo	 que	 lleva	 a	 la	 secreción	 de	 la	
citoquina	pro‐inflamatoria	IL‐17.	
	 Existe	 una	 íntima	 interrelación	 entre	 los	 procesos	 descritos.	 Por	 ejemplo,	 la	
activación	 de	 una	 respuesta	 específica	 de	 células	 T	 contra	 un	 determinado	 epítopo	
conlleva	 la	 producción	 de	 IFN‐,	 una	 citoquina	 que	 induce	 un	 aumento	 de	 expresión	 de	
MHC‐I,	 ERAP1	 y	 otras	 proteínas	 implicadas	 en	 procesamiento	 antigénico,	 como	 por	
ejemplo,	 subunidades	 del	 inmunoproteasoma.	 Estos	 efectos	 se	 traducen	 en	 alteraciones	
más	 generales	 del	 peptidoma	 y	 en	 una	 influencia	 exacerbada	 sobre	 otras	 propiedades	
moleculares,	 tales	 como	 el	 plegamiento/malplegamiento	 y	 la	 expresión	 de	 formas	 no	
canónicas	de	MHC‐I	en	la	superficie	celular.	
	 Se	dibuja	por	tanto	un	escenario	complejo	en	el	que	los	ligandos	de	MHC‐I	pueden	
actuar	 por	 mecanismos	 diversos,	 aunque	 interrelacionados,	 que	 afectan	 tanto	 a	 la	
presentación	específica	de	antígeno	como	a	otras	propiedades	que	pueden	promover	una	
acción	pro‐inflamatoria	directa	de	la	molécula	de	MHC‐I.	Algunos	de	esos	mecanismos	han	
sido	 explorados	 en	 esta	 tesis	 en	 el	 contexto	 de	 dos	 antígenos	 MHC‐I	 asociados	 a	
enfermedad:	el	papel	de	 ligandos	específicos	de	HLA‐B*27	y	de	alteraciones	globales	del	
peptidoma	en	A*29:02.	
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CONCLUSIONES	
1.	 Se	 han	 identificado	 tres	 péptidos	 derivados	 de	 proteínas	 de	 C.	 trachomatis	 que	 son	
procesados	endógenamente	y	presentados	por	HLA‐B*27	en	células	vivas:	ClpC(203‐211),	
NQRA(330‐338)	y	DNAP(211‐223).	
2.	NQRA(330‐338)	es	el	segundo	epítopo	conocido	de	C.	trachomatis,	restringido	por	HLA‐
B*27	 y	 reconocido	 por	 células	 T	 CD8+	 de	 pacientes	 con	 ReA,	 cuyos	 procesamiento	 y	
presentación	endógenos	se	ha	demostrado	a	nivel	bioquímico.	
3.	Los	tres	ligandos	identificados	de	C.	trachomatis	presentan	homología	con	secuencias	de	
proteínas	humanas	que	poseen	los	motivos	de	unión	de	HLA‐B*27	y	alta	probabilidad	de	
corte	por	el	proteasoma.	
4.	 El	 péptido	DNAP(211‐223)	 es	 altamente	homólogo	 a	 un	 ligando	natural	 de	HLA‐B27,	
derivado	de	su	propia	molécula,	con	el	que	también	presenta	similitud	conformacional	y	
reactividad	cruzada	a	nivel	de	células	T.	
5.	 En	 su	 conjunto,	 el	 análisis	 bioquímico	 de	 los	 ligandos	 endógenos	 de	 HLA‐B*27	
procedentes	 de	 C.	 trachomatis	 sugieren	 que	 el	 mimetismo	 antigénico	 con	 antígenos	
propios	es	altamente	probable	y	podría	jugar	un	papel	patogénico	en	la	ReA.	
6.	 Hemos	 caracterizado	 el	 peptidoma	 de	 HLA‐A*29:02,	 un	 alotipo	 que	 se	 encuentra	
fuertemente	asociado	a	la	BSCR.	
7.	El	polimorfismo	de	ERAP1	configura	el	peptidoma	de	A*29:02	influenciando	la	longitud	
y	 la	secuencia	de	los	 ligandos.	Las	variantes	más	activas	de	la	enzima	generan	un	mayor	
porcentaje	de	nonámeros,	que	son	los	péptidos	de	longitud	óptima,	y	ligandos	de	cadenas	
laterales	más	voluminosas.	
8.	Los	efectos	de	ERAP1,	dependientes	e	independientes	de	la	longitud,	sobre	el	peptidoma	
de	A*29:02	 conllevan	una	mayor	afinidad	y	una	hidrofobicidad	más	alta	de	 los	 ligandos	
presentados	en	el	contexto	de	la	variante	más	activa	de	la	enzima.		
9.	 La	magnitud	del	 efecto	de	ERAP1	 sobre	el	peptidoma	de	A*29:02	 sugiere	que	ERAP1	
podría	influir	en	la	susceptibilidad	a	BSCR	mediante	su	interacción	funcional	con	A*29:02	
y/o	modulando	la	influencia	de	ERAP2	en	esta	enfermedad.	
10.	 El	 procesamiento	 endógeno	de	 ligandos	 bacterianos	de	HLA‐B*27	 y	 la	 influencia	 de	
ERAP1	 en	 el	 peptidoma	 de	 A*29:02	 ilustran	 dos	mecanismos	 por	 los	 que	 el	 peptidoma	
puede	 influir	 en	 la	 patogenia	 de	 las	 enfermedades	 inflamatorias	 asociadas	 a	 MHC‐I:	 a	
Conclusiones   
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saber,	 la	 presentación	 de	 antígenos	 específicos	 y	 cambios	 globales	 con	 capacidad	 de	
alterar	las	características	moleculares	y	el	papel	pro‐inflamatorio	de	la	molécula	de	MHC‐I.	
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